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INTRODUCERE 


d e zenma a 


O analizá atentá a evolutiei biochimiei .antmale permite constatarea 
că această știință a trecut treptat de la inventarierea si studiul structurii com pu- 
silor chimici celulari spre studiul cáilor metabolice in care se transformá acestia 
si, mai departe, spre studiul integrărit acestor căi în funcţia de ansamblu a 

„celulei. Lista căilor metabolice din celula animala care ne este actualmente 
cunoscută poate fi considerată ca fiind, în mare, epuizată, astfel încît pare putin 
lauzibilá descoperirea unor cái metabolice, să zicem, de talia glicolizei sau 
a căii pentozotostorice. Cunoastem, de asemenea succesiunea și mecanismele 
reacțiilor din majoritatea căilor metabolice, deși gradul de precizie al cunostin- 
telor noastre în acest sens este diferit în funcţie de căile metabolice (să compa- 
răm spre exemplu glicoliza cu biosinteza proteinelor). Ceea ce cunoastem 
într-o măsură mai mică este integrarea funcțională a căilor metabolice, meca- 
nismele care fac ca reacțiile chi ce se desfășoară în celulă, al căror număr 
este practic imens de mare, să fie armonizate, astfel încît ele să alcătuiască 
un tablou funcțional unitar. Prin urmare, faptul că studiul reglării căilor meta- 
bolice este actualmente una dintre preocupările majore ale biochimiei animale 
decurge din însăși logica dezvoltării acestei științe. În plus, el se impune din 
considerente de ordin practic, lesne de înțeles, ca o necesitate la ordinea zilei. 

inscriindu-se pe această linie, lucrarea de față are ca obiect studiul reglării 
unor căi metabolice în celula animală, limitîndu-se la căile metabolice ale glu- 
cozei și acizilor grași, reprezentate schematic în figura 1. 

Luate în ansamblu, aceste căi metabolice alcătuiesc un compartiment 
bine delimitat al metabolismului intermediar, ceea ce a determinat tratarea 
„Tor împreună. Glucoza și acizii grași sînt, între multi alti compuși care parvin 

celulei animale din mediu, substratele energetice primare, de importanță 
majoră, pe seama degradării cărora celula isi obține în primul rînd energia 
necesară întreținerii sale. Căile metabolice ale acestor substanțe sînt foarte 
“string corelate Et Te crea ce privește soarta metabolică a carbonului care 
intră în alcătuirea lor, cît și în ceea ce privește factorii care asigură reglarea 


lor. Reglarea metabolismului glucozei ar putea fi bine înţeleasă dacă ar fi 
tratată independent de reglarea, să zicem, a metabolismului aminoacizilor 
sau acizilor nucleici, dar înțelegerea ei ar fi foarte dificilă dacă ar fi tratată 


independent de reglarea metabolismului acizilor grași. 
A aa 


2 — c. 478 


CE Scanned with OKEN Scanner 


18 INTRODUCERE 


În al doilea rînd, trebuie precizat că din cele trei tipuri de reglare 
a metabolismului, în general recunoscute astăzi, adică reglarea celulară (sau 
metabolică propriu-zisă), reglarea hormonală și reglarea nervosa în siera 
prezentei lucrări intră numai primul tip, respectiv reglarea celulară. Termenul 


GLUCOZĂ ee ACIZI GRAŞI 


NADP* 
« L g 
N a $ |N 
_ 
z E NADPH 2 £s 
© © a|<¢q 
o = ; 
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Olp siz tică a căilor metabolice a căror 
9j: a | reglare este tratată in lucrare. 
gl |oxac m 2 G6P, glucozo-6-fosfat ; F6P, fruc- 
« tozo-6-fosfat ; F1,6P, fructozo-1, 


6-difosfat; TRP, triozofosfati ; 
i PEP, fosfoenolpiruvat ; PIR., pi- 
ruvat; LACT., lactat; OXAC., 
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de reglare celulară a metabolismului este înțeles aici în sensul că reglarea se 
realizează în exclusivitate pe baza acelọr factori care apar în celulă în cursul 
reacțiilor de metabolism și nu care vin de la exteriorul său, cum sînt hormonii 
și impulsul nervos. Din această cauză, termenul de reglare celulară a metabo- 
lismului este deseori substituit celui de reglare Mower propriu-zisă. 
Este vorba, cu alte cuvinte, despre acele mecanisme care asigura integrarea 
sau armonizarea funcţională a căilor metabolice la organismele unicelulare 
(sau, pentru perioade scurte de timp, în diferite preparate de țesuturi x 
la organismele superioare), la care intervenția hormonilor sau a sistemului 
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nervos este, evident, exclusă. Un atare tip de reglare este considerat ca pri- 
mitiv, dar la organismele animale pluricelulare el este fundamental, devreme 
“E asupra lui se exercită acțiunea hormonilor și impulsului nervos. În raport 


cu reglarea celulară a metabolismului, reglarea hormonală și cea nervoasă 
reprezintă suprapuneri, aditionári, menite să deservească nu integrarea functio- 


nală a căilor metabolice în limitele unei celyle, ci integrarea metabolismului 
diferitelor celule sau țesuturi în funcţia de ansamblu a..orgenisroului, ismului. Din acest 
punct de vedere, hormonul și impulsul nervos ne apar ca mesageri sau purtători 
ai unei informaţii care este transmisă de la nivelul întregului organism către 
metabolismul celular, pe care îl modelează în conformitate cu interesele orga- 
nismului. 

Mecanismele reglárii celulare a metabolismului pentru fiecare cale meta- 
bolică în parte pot fi divizate în două grupe. Una, cuprinde mecanismele care 
acționează prin modificarea proprietăților cinetice ale enzimelor strategice 
din calea dată, fără să afecteze concentrația celulară a enzimei sau dimensiunea 
populației moleculelor (active+ inactive) de enzimă. Factorii care acționează 
prin astfel de mecanisme sînt efectorii (pozitivi sau negativi) ai unei enzime, 
precum și cei care mijlocesc conversia formă activă —— formă inactivă a enzimei. 
O altă grupă cuprinde mecanismele care asigură reglarea unei căi metabolice 
actionind pe calea modificării cantității absolute de enzimă; aceste mecanisme 
implică inducția sau represia sintezei unei enzime și depind de aparatul genetic 
celular. Mecanismele din cele două grupe nu se exclud reciproc, dar nici 
nu conlucrează în mod necesar. Cele din prima grupă sînt menite să asigure 
adaptarea acută și, în general, extrem de rapidă (în secunde sau minute) 
a unei căi metabolice la funcția celulei în momentul dat; ele nu implică cu 
necesitate dar pot facilita intrarea în acțiune a mecanismelor din a doua 
grupă. Mecanismele din a doua grupă asigură adaptarea cronică sau de durată 


(de ore, zile nei căi metabolice; nu le exclud pe cele cin prima grupă 


șI CONIucrează in mod necesar cu ele. Aceste mecanisme vor fi tratate su 
denumirea de lreglare genetică a căii metabolice respective. } 

Accesibilitatea substratului si cofactorilor va fi de asemenea, luată în 
considerare ca factor cu rol important în reglare, deși mecanismul prin care 
acționează nu se înscrie în vreuna din cele două grupe delimitate mai înainte. 

Schema generală după care va fi tratată reglarea căilor metabolice cuprinde 
următoarele puncte : 

1. Identificarea enzimelor regulatorii din calea dată. 

2, Descrierea proprietăţilor regulatorii ale enzimelor, respectiv descrie- 
rea acelor proprietăți ale lor, care prezintă o importanță deosebită pentru 
reglarea căii date, 


„3. Formularea modelului (sau modelelor) de reglare pe baza proprietă- 
tilor regulatorii ale enzimelor. 
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4 Confruntarea modelelor regulatorii cu datele experimentale. 

Deoarece substratul, energia și potențialul reducător sînt trei factori funda- 
mentali necesari. celulei animale, rolul lor reglator trebuie considerat ca ele- 
mentul central, de importanță majoră în integrarea funcțională a căilor meta- 
bolice. În acord cu aceasta, în lucrarea de față se va da o atenție deosebită 
reglării metabolismului glucozei și acizilor grași de către cei trei factori. X 

O atenție deosebită se va acorda în lucrare discutării semnificației functio- 
nale sau rolului funcțional al căilor metabolice tratate, deoarece reglarea 
unei căi metabolice se realizează totdeauna în acord cu funcția îndeplinită 
de calea dată în celulă. Reglarea reprezintă, de fapt, ajustarea sau punerea în 

sati a funcio unei cat enfant ces căi MELDO e 

Relatiilor dintre cáile metabolice ale glucozei si cele ale acizilor grași 
li se vor acorda atenţia cuvenită. întrucît ele sint deosebit de importante pentru 
intelegerea reglárii metabolismului celor douá substante. 

În sfîrșit, vor fi luate în considerare o serie de aspecte patologic e ale 
funcţionării căilor metabolice, deoarece ele reprezintă consecinţe ale tulbu- 


rărilor de r reglare și oferă baza pentru înţelegerea alteráríi metabolismului 
glucozei și acizilor grași într-o serie de stări, ca diabetut, inanitia prelungită etc. 
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REGLAREA CELULARĂ. | 
A METABOLISMULUI GLUCOZEI 


CAPITOLUL | 


REGLAREA CELULARĂ A REACŢIILOR DE INTRODUCERE 
A GLUCOZEI ÎN METABOLISM 


Înainte de a fi degradată pe calea glicolitică (Embden-Meyer- 
hof) sau pe calea pentozofosforică ori depozitată sub forma polimerului 
său — glicogenul —, glucoza este convertită în celula animală în 
produşi ce constituie substratul primar al enzimelor care iniţiază 
metabolizarea, sa pe căile menţionate. În prezent, la animale se cunose 
trei reacţii care realizează atacul metabolic primar al glucozei: 

osiorilarea, dehidrogenarea şi reducerea. 

Reacţiile de reducere şi de dehidrogenare nu vor fi tratate 
aici. Prima reacție — de reducere — din două motive: în primul 
rind, produsul acestei reacţii — sorbitolul — nu constituie substratul 
iniţial pentru vreuna, din căile metabolice ale glucozei, a căror reglare 
este discutată în cursul lucrării; în al doilea rînd, prezenţa acestei 
Jeocpn este restrinsă, la cîteva Vesuturi-[veziculele Seminale, cris- 
talin și placenta), ceea ce limitează importanţa sa în economia meta- 
bolică generală a glucozei în organism. Cea de-a doua reacţie — de 
dehidrogenare — duce la formarea unui compus, acidul D-gluconic, 
a cărui metabolizare ulterioară este, în esenţă, dependentă de fosfo- 
rilarea sa. În afară de acestea, o serie de proprietăţi ale glucozode- 
hidrogenazei, cum sînt valoarea Km foarte mare pentru glucoz? 
(aceasta este cuprinsă între 300 şi 700 mM (R. P. Metzger si colab., 
1964)), precum și capacitatea sa de a dehidrogena glucozo-6-fosfatul 
cu 0 viteză mai mare decît glucoza (Beutler şi Morrison, 1967) dimi- 
nuează rolul cantitativ al acestei enzime în atacul primar al glucozei. 
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Prin urmarej fosforilarea Aes) rate dacá este primará 


sau precedată de o dehidrogenare, .tămine principala cale, poartă 
prin care glucoza igi începe transformările sale metabolice. 


Întrucît; glucozo-6-fosfatul este substratul primar comun mai 


multor căi metabolice ale glucozei, reacția în care se formează el 
nu poate fi considerată ca apartinind vreuneia dintre aceste căi; 


de aceea, fosforilarea glucozei se detaşează ca un moment aparte al 
„metabolismului glucozăi, ceea ce Justitică discutărea sa separată. 
cU EAS LM ee 


FOSFORILAREA GLUCOZEI DE CĂTRE SISTEMUL HEXOKINAZELOR 
ȘI REGLAREA SA CELULARĂ 


În prezent se cunosc două căi de formare a glucozo-6-fosfatului 
din glucoză : una este reprezentată de reacția hexokinazică, în care 
fosforilarea glucozei se face exclusiv pe seama ATP; cealaltă de 
reacţia glucozo-6-fosfatazică, în care fosforilarea se face pe seama a o 
mulțime de donatori de fosfat, între care P-Pa, o serie de nucleozid-di- 
şi trifosfati etc.; vom trata pe rînd aceste două reacţii. | 

În acord cu profilul acestei lucrări, din multitudinea de infor- 
matii privitoare la hexokinaze vor fi selectate doar acelea care se 
referă numai la proprietăţile regulatorii ale sistemului și pe baza 
cărora au fost formulate modelele reglării celulare ale fosforilárii 


glucozei. 
v. Reacția hexokinazica, 
/ 


glucoză + ATP us glucozo-6-fosfat + ADP, 


este catalizată în organismul animal de patru hexokinaze, desemnate 
ca hexokinaza de tip I, IT, III si IV. Tipurile I, II şi III au fost 
cunoscute multă vreme sub denumirea de hexarinaza (HK), deoarece, 
în afară de fosforilarea glucozei, ele pot cataliza fosforilarea altor 
hexoze, cum sînt manoza, fructoza ș.a. Întrucît tipul IV prezintă o 


specificitate limitată la glucoză și manoză, nefiind capabil de fosfo- 


rilarea altor hexoze, a fost denumit glucokinazá (GK), ocupind în 


clasificarea enzimelor o poziţie aparte (2.7.1.2) decea a HK (2.7.1.1). 
În afară de specificitatea accentuată pentru glucoză, o altă proprietate 
marcantă permite o distincție între tipurile I, II $i ITI luate la un 
loc, pe de o parte, și tipul IV, pe de altă parte: este vorba despre 
afinitatea față de glucoză. Astfel, HK I, II şi III au un Km pentru 
glucoză cuprins între 1 şi 100 uM, pe cîtă vreme tipul IV are un Km 


5a 


d 
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de 20 mM, deci o afinitate mult mai scăzută decît oricare din cele- 
lalte trei tipuri. Afinitatea faţă de glucoză este de fapt criteriul cel 
mai frecvent utilizat pentru a distinge tipul IV (GK) de toate celelalte 
tipuri luate împreună. Întrucît proprietăţile regulatorii ale primelor 
trei tipuri sînt foarte asemănătoare, dar mult deosebite de cele ale 
tipului IV, uneori vom utiliza denumirea de HK. pentru tipurile I 
TI şi III si de GK pentru tipul IV. m i 
Una dintré proprietăţile regulatorii cele mai importante ale 
sistemului hexokinazic este existența sa sub forma mai multor specii 
moleculare. Astfel, o serie de date experimentale relativ recente au 
demonstrat existenţa a cel putin patru tipuri de hexokinaze în ficat 
(Gonzales si colab., 1964; Katzen şi colab., 1965) şi a cel puţin trei 
tipuri în celelalte ţesuturi (Katzen şi Schimke, 1965; Katzen, 1966; 
Grossbard și Schimke, 1966).. 
. . Analizind distribuţia tisulară a celor patru tipuri de hexoki- 
naze (tabelul nr. 1), vom observa prezența exclusivă a tipului IV 


Tabelul nr. 1 


Distribuţia hexokinazelor in diferite țesuturi la sobolan: 
(dupá Katzen, 1967) 


Tipul de hexokinază 


esutul ————— 
iid 1 | um | m j iv 
Diafragma + +++ + € 
Muschi 

A  gastrocnemian + +++ + pee 
Tesut adipos + +++ + n 

* Inimá T4 [pape Eoo o= 
Creier +++) ++ 2 - 
Testicule +++ +++ ? — 

B Rinichi +++ + 44. = 
Intestin - +Ht+l+++) ++ - 
Globule roșii +++] -+ 9 sF 
Ficat +++| + [44+] + 

Noid. +++ = Conţinut relativ crescut; ++ = conținut inter- 
mediar; + = conținut scăzut; ? = prezență indoielnică ; — = abe 


sentá; grupa A desemneazá tesuturile in care captarea glucozei este 
insulino-dependentá ; grupa B desemneazá țesuturile în care captarea 
glucozei este insulino-independentă, 


(GK) în ficat, alături de celelalte trei forme care coexistă în toate 


celelalte ţesuturi. Vom vedea că prezenţa GK în ficat conteră acestui 
ral al glucozei. 


organ un rol foarte important în metabolismul gene 
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Semnificaţia funcţională a diversificării moleculare a hexoki- 
nazelor nu este pe deplin clară. Înțelegerea sa devine și mai dificilă 
dacă avem în vedere și alte aspecte ale diversificării moleculare, 
în afară de cele prezentate pînă acum. Astfel, HK de tip II se prezintă, 
la rîndul său, sub forma a două specii molecülare-interconvertibile, 
cu proprietăţi regulatorii distincte (Karpatkin, 1968 ; Katzen, 1967 ; 
Katzen şi Schimke, 1965). HK diferă nu numai prin proprietăţile 
descrise, ci şi prin localizarea lor intracelulară. Astfel, s-au descris 

două HK în unul gi acelaşi țesut: una solubilă, alta legată de mito- 
condrii sau microzomi (Fomina, 1963; Hernandez și Crane, 1966; 
Karpatkin şi colab., 1966; Newsholme şi colab., 1968). 
Cu toate acestea, dacă facem o distincţie între HK, pe de o 
parte, şi GK, pe de altă parte, atunci trebuie să considerăm că avem 


de-a face cu două sisteme enzimatice de fosforilare a glucozei, a 
ăror afinitate fata de glucoză este foarte diferită. In acest caz coexis- 


enta în ficat a celor două sisteme este menită să asigure acestuia 

osibilitatea de a se adapta la captarea glucozei în condiţiile în care 
loncentratia ei în sîngele aferent variază în limite foarte largi. 
Acesta este deocamdată singurul aspect clar al semnificației funcţionale 
|a diversificării hexokinazelor. .— 


PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE HEXOKINAZELOR 


P Tnhibarea HK de către glucozo-6-fosfat este, fără îndoială, 
unul dintre factorii majori ai reglării celulare a HK. Cunoscută de 
mult (Weil-Mahlerbe si Bone, 1951; Crane și Sols, 1953), această 
proprietate a enzimei explică cel mai bine comportamentul său 
într-o serie de împrejurări, așa cum se va arăta în cele ce urmează. 
Celălalt produs al reacției catalizate de HK — ADP — este şi el un inhi- 
bitor al activităţii enzimei. Din tabelul nr. 2 sé vede că valorile con- 
centratiei de glucozo-6-fosfat şi ADP, necesare pentru a inhiba 
cu 50% activitatea HK de diferite tipuri şi din diferite ţesuturi, se 
înscriu în limitele concentraţiei fiziologice ale acestor inhibitori în 
țesuturile respective. Observăm, de asemenea, că. glu ozo-6-fosfatul 
„este un inhibitor mai eficace deci + Prin urmare, avem de-a face 


cu inhibarea activi enzimei de către produşii reacției pe care o 
„catalizează. Inhibitia produsă de către glucozo-6-fostat este suprimată 
de către Pg la concentraţii la care acesta se găseşte in general în 
ţesuturi (fibdemann şi Born, 1959 ; Rose gi O'Connell, 1964 ; England 
şi Randle, 1967 ; Newsholme și colab., 1968), ceea ce sugerează că nu 
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Tabelul nr. 2 
Valoarea Ki pentru GGP şi ADP a HK din diferite țesuturi de şobolan 


Ki pentru G6P | Ki pentru ADP Concentrația inhibitorilor 


Tipul de HK mM mM în apa oe 
și sursa aa eta Wer a gue igi E CEP 
faţă de | față de | față de | faţă de G6P 
ATP* | glucozá* ATP | glucoză ne 
I (creier) 0,026 0,21 0,62 2,00 | 0,20(a) 1,0(a) 
II (mușchi) 0,021 0,16 2,20 5,40 0,30(b) 1,0(b) 
III (ficat) 0,074 0,92 0,88 3,10 0,85(c) 2,0(c) 


* Expresiile „faţă de ATP” sau „fată de glucoză” precizează că este vorba despre activitatea enzimei in 
raport cu unul din cele două subsirate. Datele referitoare la valorile lui Ki sint luate din lucrarea lui Grossbard 
si Schimke (1966), iar cele referitoare la concentraţia inhibitorilor în țesuturile respective sint luate din: 
(a), Lowry (1965) (concentrația de G6P a fost calculată pe baza valorii concentrației de fructozo-0-fosfat. 
(F6P), presupunind că valoarea raportului G6P/F6P este aproximativ egală cu 4); (b), Piras si Staneloni 
1969): (c), Hohorst gi colab. (1959). 


atit concentrația absolută a glucozo-6-fosfatului, cît raportul dintre 
concentraţia acestuia gi cea rebuie să joace un rol importa 
_in rea_activitatil í i 
HK dintr-o serie de ţesuturi este inhibată de către AMP într-o 
manieră competitivă față de ATP. Astfel, valorile Ki pentru AMP ale 
HK din mușchiul cardiac și cel scheletie sînt in jur de 0,1—0,3 mM 
(England și Randle, 1967; T. L. Hanson și Fromm, 1965). Aceste 
concentrații ale AMP nu sînt mult diferite de cele intilnite în condiţii 
fiziologice (concentraţia AMP în apa intracelulară este de 0,10 mM în 
mușchiul scheletic (Piras si Staneloni, 1969) si de 1,0 mM în mușchiul 
cardiac (Regen și colab., 1964a) de şobolan. 

În sfîrșit, vom nota că, spre deosebire de celelalte două tipuri, 
HK de tip III este inhibată de către glucoză la concentraţii mai mari 
decît 100 uM (Grossbard si Schimke, 1966). Semnificaţia regulatorie 
a acestei inhibitii va fi discutată mai departe. 

Proprietăţile HK menţionate au devenit cunoscute din studii 
făcute în special asupra enzimelor izolate, dar şi asupra enzimelor 
în extracte crude de ţesuturi. În ambele cazuri condiţiile în care s-a 
studiat comportamentul enzimei față de metabolitii care afectează 
activitatea mm slat foarte mulepărtate de cele fiziologice, astfel că 


“în mod firesc apare intrebarea dacă aceste proprietăţi ale HK sînt 
şi cele responsabile de reglarea activităţii sale în celula intactă. 

.  Inhibarea HK de către glucozo-6-fosfat pare a fi în perfect 
acord cu poziția acestei enzime în metabolismul glucozei. Glucozo-6- 


> 


J 
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fosfatul format în reacţia HK poate fi metabolizat în majoritatea 
țesuturilor pe trei cái : glicolitică, pentozofosforicá și pe calea sintezei 
glicogenului ; în ficat şi cortexul renal el se metabolizează și pe o 
a patra cale: hidroliza la glucoză gi Pa. O creştere a concentrației 
glucozo-6-fosfatului peste nivelul caracteristic țesutului dat poate 
fi indusă de scăderea utilizării saleîn una din căile menționate. Aceasta 


„Ya duce la inhibarea activității HK și, implicit, la scăderea captării 


um in majori esuturilor, exceptind ficatul in condi- 


ucozel. 
Fille uai aport; crescut de glucoză, consumatorul principal de glucozo- 


— e m 


—6-fosfat-—este calea Embden-Meyerhof, urmează cá o inhibare a 


€ M— 


acestei căi, cerută de interesele de moment ale celulei, poate semnaliza 
prin intermediul glucozo-6-fosfatului inhibarea fosforilárii glucozei 
şi, prin urmare, scăderea captării acesteia de către țesutul respectiv. 
Vom vedea cu ocazia studiului reglării căii Embden-Meyer 
asemenea stări se întîlnesc frecvent în diferite ţesuturi. Aici vom 
l! anticipa doar că inhibarea HK de către glucozo-6-fosfat este unul 
din momentele principale ale ansamblului de mecanisme care asigură 
comutarea metabolismului energetic al multor țesuturi de la utilizarea 
glucozei la utilizarea acizilor grași ca sursă principală de energie. 
n ceea ce priveşte rolul funcţional al inhibării HK de către 
ADP şi AMP, lucrurile sint mai puţin clare decît în cazul inhibării 
enzimei de către glucozo-6-fosfat, si iată de ce: considerind HK ca 
enzima care mijloceşte intrarea glucozei și în calea in care aceasta 
urmează să servească drept sursă de energie, respectiv în calea Embden- 
Meyerhof, atunci constatăm că comportamentul său fata de ADP 
şi AMP nu este în acord cu controlul exercitat de către starea energe- 
tică a celulei asupra căilor metabolice direct implicate în eliberarea 
de energie. 


v 


7 S-a atribuit inhibării HK de către ADP si AMP un rol în regla- 


rea utilizării glucozei de către mușchiul scheletic în timpul contracţiei 
(T. L. Hanson si Fromm, 1965). Pe baza a o serie de date experimen- 
tale, însă, este greu de atribuit un astfel de rol interacțiunii dintre 
enzimă si cei doi efectori ai săi (Holozsy şi Narahara, 1965 ; Karpatkin 


8i colab., 1966 ; Piras şi Staneloni, 1969). 


O serie de cercetări recente sugerează existenţa altui mecanism 


de reglare a activităţii HK care, în ultimă instanță, poate fi cons:= 


derat ca un mecanism de feed-back negativ. Astfel activitatea HK 


din ficat (Weber şi colab., 1967; Lea şi Weber, 1968) şi din 
țesutul adipos (Borrebaeck şi Spydevold, 1970) este inhibată de 
acizii grași. Relaţia dintre HK si acizii graşi are o serie de implicaţii 
metabolice importante, fiind unul dintre instrumentele prin care 
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acizii graşi igi asigură — odată cu creșterea accesibilitatii lor pentru 
ţesuturi — supremaţia asupra glucozei ca sursă de energie,( Această, 
relație procură unul dintre mecanismele prin care întreaga secvenţă 
responsabilă de conversia glucozei în acizi grași este reglată de către 
produsul final al său. În sfirgit, ea procură un mecanism de reglare 


a echilibrului dintre glicolizá şi gluconeogeneză in țesuturile în care 


— Va = 


aceste două căi metabolice coexistă, — nmm 
=. Un ultim aspect al reglării HK, şi anume reglarea genetică, va 
fi tratat împreună cu reglarea genetică a GK. 


PROPRIETĂȚI REGULATORII ALE GLUCOKINAZEI 


Prezenţa exclusivă în ficat a HK de tip IV sau a GK, alături de 
celelalte trei tipuri de HK ridică de la început problema semnificației 
sale funcţionale. Aceasta poate fi înţeleasă pe baza proprietăţilor 
regulatorii ale GK. 

Ceea ce o deosebește esenţial de celelalte tipuri de HK, şi in 
acelaşi timp îi conferă un rol cu totul aparte în metabolismul glucozei, 
este afinitatea sa scăzută pentru glucoză. Km pentru glucoză a GK 
din ficatul a o serie de mamifere (cobai, iepure, şobolan) este cuprinsă 
între 10 şi 20 mM (Ballard si Oliver, 1964; Walker, 1962 si 1962a; 
Di Pietro şi colab., 1962; M. Salas şi colab., 1965). Lucrul acesta 
este foarte important dacă avem în vedere faptul că, practic, permea- 
bilitatea țesutului hepatic pentru glucoză este în condiţii fiziologice 
nelimitată şi că aceste valori ale Km corespund cu valorile concen- 
tratiei glucozei in vena portă (aproximativ 10 mM) în timpul absorb- 
tiei. GK nu este inhibată de către glucozo-6-fosfat decît la concen- 
tratii foarte mari ale acestui compus (Ki pentru glucozo-6-fosfat 
este de 65 mM (Parry si Walker, 1966)), care nu se întîlnesc niciodată 
în celula hepatică. Asemenea HK, această enzimă este inhibată 
de către ADP. Inhibarea GK de către acizii graşi liberi (Weber şi 
colab., 1967 ; Lea şi Weber, 1968) prezintă în general aceleaşi parti- 
eularitáti ca și inhibarea HK de către aceşti produşi, putindu-se 
atribui aceeași semnificaţie funcţională. Vom nota, în stirşit, că GK 
din ficatul de şobolan, dar probabil și cea din ficatul altor specii, 
este inhibată de către palmitil-CoA la un Ki de 7,5 uM (Dawson 
si Hales, 1969). Inhibarea este competitivă fata de glucoză şi mixta 
fatá de ATP. Cum la aceste concentraţii palmitil-CoA nu îşi manifestă 
proprietăţile sale de agent detergent şi cum inhibarea este reversibilă 
se pare cá avem de-a face cu o proprietate strict regulatorie a GK. 


I 
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În legătură cu rolul funcţional al acestei inhibări, vom menţiona 
doar că ea poate explica parţial activitatea scăzută a GK în condiţii 
de inaniţie de scurtă durată și de regim alimentar bogat în lipide, 
cînd concentraţia intracelulară a palmitil-CoA este crescută (Tubbs 
gi Garland, 1964), | 

Revenind la problema semnificației funcționale- a prezenţei 
în ficat a GK, trebuie să notăm următoarele. Ficatul ocupă un loc 
unie in metabolismul glucozei in organism datorită, între altele, 
capacităţii sale de a depozita sub. forma glicogenului, glucoza care 
este în exces fata de necesitățile de moment ale organismului. Impor- 
tanta acestei funcţii constă în faptul că glicogenul hepatic, spre 
deosebire de cel muscular, este singurul care poate servi ca sursă, 
directă şi imediată de glucoză pentru întregul organism. Datorită, 
poziţiei sale anatomice (avem în vedere relaţia cu intestinul prin 
intermediul venei porte), ficatul este obligat să capteze într-un ~ 
1 cantități i-de glucoză, pe care o depune în cea mai mare 
parte sub forma glicogenului, îndeplinind astfel o funcţie esenţială, 
în menţinerea homeostaziei glicemice. Această funcție a ficatului este 
deservită de un aparat enzimatic corespunzător, în care GK ocupă 
o poziție centrală. Analizind cîţiva parametri ai acestui aparat enzi- 
matie (tabelul nr. 3), vom observa că singură HK, chiar dacă ar 


Tabelul nr. 3 


Intensitatea fosforilării glucozei si a sintezei glicogenului in ficatul 
de şobolan normal 


umoli/g ţesut proas- 


Parametrul pát/orá la 37°C 
Activitatea HK 30 (a) 
Activitatea GK 140 (a) 
Activitatea glicogensintetazei 180 (b) 
Intensitatea sintezei 60 (c) 

glicogenului 


Notd, Valorile sint luate din următoarele lucrări: (a), Walker şi 
Rao (1964) ; Vinuela si colab. (1963); Sharma si colab. (1963); (b) 
Leloir si colab. (1959); Villar-Palasi si Larner (1960 a); (c), Renold 
si colab. (1955); C. F. Cori (1926). | 


lucra la întregul sáu potential catalitic, nu este capabilă să asigure 
fosforilarea glucozei cu viteza cu care glucozo-6-fosfatul este convertit 

| în glicogen, în condiţiile unei: concentraţii crescute de glucoză in 
venă porta. Totodată, inhibarea de către glucoză la concentraţii 
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mai mari de 100 uM a HK de tip III, dominantă în ficat, va reduce 
şi mai mult contribuţia sa la fosforilarea glucozei cind concentrațiile 
sale sint crescute. Cu alte cuvinte, HK nu poate oferi ficatului posi- 
pilitatea de intervenţie promptă în reglarea glicemiei prin meca- 
nismul depunerii glicogenului. Această capacitate a ficatului se 
datoreşte prezenţei în el a GK. Valoarea Km mare pentru glucoză 
a acestei enzime este perfect adaptată funcției sale şi asigură existența 
unui sistem de reglare a captării glucozei strict dependent de concen- 
 trafia acesteia. : 
Importanţa GK pentru realizarea acestei funcţii a ficatului 
este subliniată si de faptul că enzima este absentă în ficatul 
rumegátoarelor (Ballard si Oliver, 1964; Ballard, 1965), precum 
şi în ficatul fetal la mamiferele monogastrice (Ballard şi Oliver, 
1964; Walker, 1962 si 1962a; Ballard si Oliver, 1964a). Nici la 
rumegătoare şi nici la fetusul mamiferelor monogastrice ficatul nu 
îndeplineşte funcţia, menţionată ; în primul caz pentru că glucoza nu 
ajunge să fie absorbită din tractul intestinal, deoarece ea este 
degradată in rumen la acizi grași volatili de către flora prezentă in 
acest compartiment stomacal; în al doilea caz pentru că ficatul 
matern îşi asumă si funcţia de reglare a glicemiei în sistemul circu- 
lator al fetusului. a 
- Astfel stind lucrurile, este logic să considerăm că apariția şi 
dezvoltarea GK în ficatul adult la mamiferele monogastrice, ca 
dealtfel si la alte specii de vertebrate, reprezintă un mecanism de 
adaptare a profilului enzimatic al ficatului la funcțiile sale in organism. 


. REGLAREA GENETICĂ A FOSFORILĂRII GLUCOZEI DE CĂTRE SISTEMUL 
HEXOKINAZELOR 


Modificarea, vitezei de fostorilare a glucozei într-o serie de stări 
fiziologice si patologice nu poate fi explicată numai pe baza mecanis- 
melor descrise pînă acum. Numeroase cercetări experimentale atestă 
faptul că la baza comportamentului adaptati ungă durată al 
HK şi GK stau mecanisme de inducţie — represie a sintezei acestor 
enzime, Astfel, în condiţii de inani(ie de diferite durate, în diabetul 


“aloxanic sau i 


colab., 1964 ; Sols gi colab., 1964; Blumenthal gi colab., 1964 şi 1964 a ; 
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Alt e| țesuturi, cum sint glanda mamară (Walters si Mac 

»|musgehiul cardiac (Katzen, 1967), muschiul scheletic 
| W) gi țesutul adipos (Gromova, 1967; Jorrebaeck, 
| m şi colab., 1967 ; Moare și colab., 1964) este profund 
e aportul glucozei in regimul alimentar, cit și de o serie 
1 legate de prezența insulinei in organism, Datele refe- 
tul unor inhibitori ai biosintezei proteice asupra dina- 
țesutul adipos (Borrebaeck, 1967) sugerează că aceste 
4 bază mecanisme de inducţie — represie a enzimei, 
te faptul că modificările conținutului de insulină în 

tectează in aceeaşi măsură toate tipurile de HK din 
și tesut. Deosebit de sensibilă la insulină este HK de 
2, 1967; Walters si MacLean, 1967), fapt ce ii conferă 
TD] aparte in reglarea hormonală a fosforilarii glucozei. 
ună că aceste date permit înscrierea HK si GK in lista 
xlino-dependente, care cuprinde aproape toate enzimele 
i strategică in catabolismul glucozei. 


|| 
AREA GLUCOZEI DE CĂTRE GLUCOZO-6-FOSFATAZA 
| ŞI REGLAREA SA CELULARĂ 
| | | 


| | cunoscută sub denumirea clasică de glucozo-6-fosiataza 
i, in afară de hidroliza glucozo-6-fosfatului la glucoză s 
in “| reacții : hidroliza P-Pa, transferul Pa de pe P-Pa pe 
+ lgluoozei, fostorilarea glucozei pe seama unor nueleozid-di- 
i| transferul P de pe o hexoză fosforilatà (alta deci: 
Jneozá şi, în sfirgit, hidroliza unor nucleozid-di- și tri 
și compușii corespunzători. Un interes deosebit prezinta 
osforilantă a enzimei, intrucit o serie de date relatii 

ză că în anumite condiţii fosforilarea glucozei, In 
în P-Pa, procură o cale importantă pentru sinteza 

ului gi, prin urmare, pentru introducerea gluco? 

n. lată in cele ce urmează citeva proprietăți care si 
fy la activitatea sintetizantă a enzimei (activitatea 
| acestei enzime, precum și reglarea sa sint tratate | 
» V) 

| " enzimei in organism este limitată la trei țesuturi: 


K 
| 
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(vortical) gi peretele intestinal (Nordlie si Arion, 1965 ; 


diabetul, care se caracterizează prin c ri ale glucozei 
în lichidele organismului, se poate prevedeà o contribuţie mai substan- 
a acestei 


t 
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Lygre şi Nordlie, 1968; Stetten, 1964). Prin urmare, o eventuală 
contribuţie a sa la fosforilarea glucozei este limitată la aceste ţesuturi. 
Valorile Km pentru glucoză sînt deosebit de mari, fiind cuprinse 
între 70 şi 90 mM pentru enzimele din cele trei ţesuturi (Nordlie 
i Soodsma, 1966; Lygre şi Nordlie, 1968; Arion și Nordlie, 1964). 
E cá sinteza glucozo-6-fosfatului de cátre aceastá enzimá este 
posibilă numai la concentraţii mari, nefiziologice, ale glucozei. Valo- 
rie de pH optime pentru activitatea enzimei sînt cuprinse între 
5,0 şi 6,0, deci în zona acidă (Nordlie si Arion, 1965) ; alături de alti 
factori, care vor fi discutati in cele ce urmează, aceasta contribuie 
la menţinerea unei activităţi crescute a enzimei în condiţiile diabetului 
care se asociază cu deplasarea pH-ului lichidelor organismului spre 
o zonă acidă. Activitatea enzimei este puternic stimulată de către 
produşi de tipul acil-CoA ai acizilor grași superiori (palmitil-, stearil- 
CoA etc.) în anumite limite de concentraţie, cuprinse între 10 şi 120 uM 
(Nordlie şi colab., 1967; Nordlie, 1968). Se pare cá acest efect are 
un rol important în promovarea fosforilării glucozei de către G6P-azá 
în diabet, de vreme ce concentraţia acestor produși poate atinge 
în ficatul diabetic valori de peste 100 uM (Tubbs si Garland, 1964). 
În sfîrşit, vom menţiona că enzima este inhibatá de către citrat 
(Ki al enzimei hepatice pentru acest compus este de 6 mM (Nordlie si 
Lygre, 1966)). Deoarece datele referitoare la modificările concentraţiei 
citratului în ficatul organismului diabetic sînt cu totul contradictorii 
(tabelul nr. 34) este dificil de precizat eventuala semnificaţie functio- 
nalá a acestei relaţii. 

Se pune întrebarea : în ce măsură contribuie această enzimă 
la fostorilarea glucozei și care este rolul sáu functional în țesuturile 
în care există ea ? De vreme ce concentratiile glucozei la care enzima 

` este capabilă de o sinteză a glucozo-6-fosfatului nu se întîlnesc in 

„condiţii fiziologice, este de aşteptat ca în organismul normal contri- 

„ butia sa la fosforilarea glucozei să fie mică în raport cu cea a sistemelor 

de fosforilare studiate pînă acum. SH onn patinele) cum este 
Ge jii m 


tia me la fosforilarea glucozei. Analizind datele din 
tabelul nr. 5, observăm că în ficatul normal proporția de glucozo-6- 
.fosfat format pe seama, glueozo-6-fosfatazei este în jur de 20%, pe 
cînd in ficatul diabetic contribuţia sa creşte la aproximativ 80%. 

Creșterea contribuţiei glucozo-6-fosfatazei la fosforilarea glu- 


.. €ozei in ficatul diabetic este asigurată nu numai de concentrațiile 
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Tabelul nr. 5 


Contribuţia relativă a glucozo-6-fosfatazei la fosforilarea glucozei în ficatul 
de şobolan normal si aloxan-diabetic 


Starea animalului 


normal | diabetic 
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Enzima 
umoli de G6P format/g 
ţesut proaspăt/oră 
E OR N N N, N II II INA 


HK 40 40(a) 
GK 115 17(a) 
Glucozo-6-fosfataza 42 282(b) 
Total G6P format 197 339 

% din total pe seama 

glucozo-6-fosfatazei 21 83 


Notă. Valorile sint luate din următoarele lucrări : (a), Walker şi Rao, 
(1964) ; (b), Nordlie (1968). 

Activitatea glucozo-6-fosfatazei in sensul sintezei G6P din glucoză si 
P-Pa a fost măsurată la concentrații de glucoză de 5,6 mM în ficatul 
normal şi de 23 mM în cel diabetic. Aceste valori corespund cu cele 
ale glicemiei la animalul normal (100 mg/100 ml), respectiv la cel diabetic 
(400 mg sau mai mult/100 ml). 


crescute ale glucozei şi de activitatea scăzută a GK, ci și de creşterea, ^ 
concentraţiei produşilor de tipul acil-CoA . 3i acizilor graşi superiori. NA 
La toate acestea se adaugă mărirea cantităţii enzimei, aaigurata pe 7g 
calea inducției unei sinteze crescute (Nordlie, 1968). Astfel stind’ " 
lucrurile, se poate considera că fostorilarea glucozei de către glucozo-6- 
fosfatazá în ficatul diabetic este un mecanism menit să compenseze 
pierderea capacităţii acestui organ de a fosforila glucoza în reacţia 
eatalizatá de GK. Este important să notăm faptul că o serie de date 
experimentale, obținute in vivo pe şobolan, par să confirme această 
concepție. Astfel, dacă la șobolani diabetici rezerva hepatică de 
glicogen este în prealabil epuizată prin administrare de gluca- 
gon, încorporarea (U)-4C-glucozei în glicogenul hepatic decurge 

la viteze comparabile cu cele de la animalul normal (B. Freed- 
man și colab., 1963). O situație similară a fost observată cînd anima- 
lelor diabetice li se administrează glucoză după inanitie (B. Freedman 

și colab., 1967). Cum activitatea GK în ficatul acestor animale este 
prea mică pentru a putea fi responsabilă de vitezele observate ale 
sintezei glicogenului, participarea mecanismului de tostorilare deseris 

pare plauzibilă, Aceste date, însă, sînt in contradicţie cu cele care 


a 
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arată că ficatul organismului diabetic nu poate să fosforileze glucoza 
la glucozo-6-fosfat şi nici să sintetizeze din ea, pe această cale, adică 
a glucozo-6-fosfatului, glicogen (Wood gi colab., 1961). Contradictia 


dintre aceste date este evidentă numai dacă acceptăm ipoteza după 


care glucozo-6-fosfataza pune glucozo-6-fosfat la dispoziţia sistemului 
de sinteză a glicogenului. Dacă avem însă în vedere o serie de date 
experimentale care sugerează că sinteza glicogenului la animalele dia- 
petice nu implică formarea glucozo-6-fosfatului ca intermediar 
obligatoriu (E. E. Smith și colab., 1967; Threlfall, 1966) atunci 
această contradicţie dispare. Oricum, rolul glucozo-6-fosfatazei în 
furnizarea de glucozo-6-fosfat în ficatul organismului diabetic rămine 
neclar. | 

Glucozo-6-fosfatazei din rinichi i se atribuie un rol important 
in reabsorbtia activă a glucozei din lumenul tubilor renali (Nordlie 
si Soodsma, 1966; Nordlie, 1968), iar enzimei intestinale un rol 


în fosforilarea glucozei în timpul absorbției acesteia din lumenul 


- intestinal (Lygre si Nordlie, 1968). 
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REGLAREA CELULARĂ A SINTEZEI GLICOGENULUI 
SEMNIFICAȚIA FUNCȚIONALĂ A SINTEZEI GLICOGENULUI 


Este bine stabilit faptul că în organismul animal cel puţin 
trei ţesuturi — nervos, muscular în contracție si sanguin — nu pot 
substitui glucoza, ca sursă de energie, cu alt substrat metabolic. Aceas- 
ta impune organismului necesitatea de a asigura în permanenţă, 
celor trei ţesuturi un aport corespunzător de glucoză, independent 
de aportul ei de la exterior. Pentru satisfacerea acestei necesităţi, 
organismul dispune, după condiţii, de două mecanisme : unul constă 
în utilizarea unei anumite rezerve de glicogen, depusă în ficat într-un 
moment anterior, pe seama glucozei exogene ; acesta este un mecanism 
prompt, dar din punct de vedere cantitativ capacitatea sa este relativ 
limitată ; altul, constă în resinteza glucozei din precursori glucidici 
sau neglucidici in ficat și cortexul renal. Pentru funcţionarea primului 
mecanism sînt necesare crearea şi păstrarea unei anumite rezerve 
de glucoză, în condiţiile în care aportul acesteia de la exterior este 
în exces faţă de necesităţile de moment ale organismului. Datorită 
proprietăţilor sale fizico-chimice, precum si pronuntatei sale labilitáti 
„metabolice, glucoza nu poate fi depozitată ca atare, ci sub forma unui 


„polimer al său — glicogenul. Această funcţie de depozitare a glucozei 


este deservită de calea metabolică a sintezei glicogenului. 


CĂILE DE SINTEZĂ A GLICOGENULUI 


. Din punct de vedere pur biochimie, sinteza: glicogenului constá 
Pin polimerizarea glucozei sau, mai precis, din ampliticarea gradului 
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. de polimerizare a unor polimeri preexistenti ai glucozei, deoarece, 
independent de sistemul enzimatic care o catalizează, sinteza glico- 
genului necesită în mod strict prezența unui primer. 

într-o primă instanţă, două sînt sistemele enzimatice care 
catalizează sinteza glicogenului : glicogensintetaza (GS) Si formele 
sale şi fosforilaza. Cea de-a doua enzimă este implicată numai virtual 
în sinteza glicogenului, deoarece reacţia catalizată de ea este reversi- 
bilă. S-a demonstrat însă (Larner gi colab., 1960), că, în condiţii 
fiziologice, practic, ea acţionează nu ca O sintetazá, ci ca o liazá 
a glicogenului, în virtutea unor proprietăți ale sale care vor fi discutate 
la glicogenolizá. În consecință, nu vom considera fosforilaza ca o 
sintetază a glicogenului. 

i În secvența reacțiilor care duc de la glucozo-1-fosfat la glicogen 
sînt implicate doar două enzime : una este responsabilă de sinteza 
- UDPG, compus care reprezintă pentru sinteza glicogenului ceea ce 
-| reprezintă malonil-CoA pentru biosinteza de novo a acizilor graşi, 
respectiv unitatea activă de condensare; cea de-a doua enzimă — 
glicogensintetaza — catalizează condensarea glucozei astfel acti- 
vată cu primerul. Deşi ambele enzime prezintă proprietăţi care, 
fără îndoială, pot fi considerate ca regulatorii, se pare că reglarea 
„sintezei glicogenului se efectuează numai la nivelul reacției catalizate 
.. de GS, deoarece această reacţie este etapa limitantă a sintezei glico- 
= genului chiar dacă avem în vedere întreaga secvenţă care duce de la 
. glueozá la glicogen. Activitatea enzimelor implicate in aceastá sec- 

‘venta este redată în tabelul nr. 6. 


Tabelul nr. 6 


Capacitatea catalitică maximă a enzimelor responsabile de conversia 
: glucozei in glicogen in ficatul de şobolan 


Activitatea enzimei 
Enzima 


umoli/g ţesut proaspat/ora 


Hexokinaza + 


glucokinaza 190 (a) 
Fosfoglucomutaza 2 240 
UDPG-pirofosforilaza 3540 > (b) 
Glicogensintetaza 180 


-Nold, Valorile sint luate din următoarele lucrări: (a), Sharma şi colab. 


(1963); Vinuela şi colab, (1963); Walker si Rao (1964); (b), Leloir si 
colab, (1959) ; Villar-Palasi şi Larner (1960 a)). 


TN 
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Proprietăți regulatorii ale uridindifosfatglucozo-pirofosforilazei 


Această enzimă catalizează reacţia 
UTP + glucozo-1-fosfat => UDPG + P-Pa. 


Studii asupra unor preparate de enzimă, izolate și purificate din 
ficatul diferitelor specii de mamifere (Albrecht și colab., 1966 ; Oli- 
ver, 1961), au arătat că reacţia este deplasată în sensul sintezei UDPG. 
Între proprietăţile acestei enzime care prezintă interes pentru regla- 
rea, sintezei glicogenului menţionăm : inhibarea de către Pa (la un 
Ki de aproximativ 4 mM), de tip competitiv în raport cu P-Pa şi 
inhibarea de către UDP (la un Ki de 0,15 mM), de asemenea de tip 
competitiv, dar în raport cu UDPG. Prin intermediul celui de-al 
doilea inhibitor — UDP —, care este un produs alreactiei catalizate 
de GS, activitatea UDP G-pirofosforilazei este corelată cu cea a GS. 
Vom menţiona, in sfîrşit, că enzima este localizată in fractiunea 
solubilă a omogenatului hepatic (Reid, 1959). 


Proprietăți regulatorii ale glicogensintetazei 


Această enzimă catalizează reacţia ireversibilă 
UDPG + glicogen-(n) —> UDP + glicogen-(n + 1) 


(n reprezintă numărul resturilor de glucozil din molecula glicogenului). 
Ea a fost descoperită de Leloir și Cardini (1957) în ficatul de şobolan. 
Ulterior, prezenţa acestei enzime a fost demonstrată în mușchiul 
scheletic (Hauk si Brown, 1959; Robbins si colab., 1959; Villar- 
Palasi si Larner, 1958), creier (Bassu si Bachawat, 1961; Brecken- 
ridge şi Crawford, 1959), precum gi in alte organe, ca splina, pláminii, 
rinichiul și mugchiul cardiac (Leloir $i colab., 1959). Activitatea sa 
în diferite ţesuturi se corelează bine cu capacitatea acestora de a 
depune glicogenul. Astfel, exprimată in pmoli de UDP tormat pe 
gram de ţesut proaspăt/oră, ea este de 220 în muschiul scheletic, 
180 în ficat, 166 în mugchiul cardiac şi între 30 şi 40 în splină, 
plămâni, rinichi gi creier (Leloir $i colab., 1959). 

Enzima prezintă un. înalt grad de specificitate pentru glicogen 
ca aeceptor de glucozil (Leloir $i colab., 1959) şi pentru UDPG ea 
donator de glucozil (R. Kronfeld $i Brown, 1962). Studii mai vechi 
asupra GS din mușchiul scheletic (R. Kronfeld şi Brown, 1962; 
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Leloir şi colab., 1959; Traut și Lipmann, 1963) şi din ficat (Leloir 


şi Goldenberg, 1960) au arătat că glucozo-6-fosfatul are un efect 
activator specific asupra enzimei. În unele preparate enzimatice 
de GS acest compus micşorează valoarea Km a enzimei pentru 
UDPG, fara să altereze valoarea Vmax ; în alte preparate, dimpotrivă, 
primul parametru rămîne nealterat de către glucozo-6-fosfat, iar 
cel de-al doilea se modifică în sensul creșterii sale. Faptul că o serie 
de date experimentale nu au putut să stabilească o relaţie strictă 
între activitatea GS şi modificările conținutului de glucozo-6- 
fosfat în mușchiul scheletic, a dus la presupunerea că trebuie să existe 
două forme ale enzimei, cu comportament diferit fata de glucozo- 
6-fosfat (Villar-Palasi şi Larner, 1960 .și 1961). Într-adevăr, ulterior, 
au fost descoperite în mușchiul scheletic (Rossell-Perez si Larner, 
1964 b), în ficat (Hizukuri şi Larner, 1964) şi mușchiul cardiac (Hui- 
jing, 1966 ; Larner gi colab., 1969; Robison si colab., 1965; Sovyk 
gi colab., 1966) două forme ale GS: una independentă (I) si alta 
dependentă (D) de glucozo-6-fosfat. Deosebirea esenţială dintre 
cele două forme constă în stricta dependenţă a formei D si in inde- 
pendenta formei I de prezenţa glucozo-6-fosfatului. Forma D este 
inactivă in absenţa acestui compus, pe cînd forma I este activă atit in 
prezenţa, cit și în absenţa lui. Concentratiile la care glucozo-6-fosfatul 
activează forma D sînt cuprinse între 0,2 și 0,9 mM (Danforth, 1965 ; 
Hizukuri și Larner, 1964; Leloir și Goldenberg, 1960 ; Rossell-Perez 
și Larner, 1964). Aceste valori se înscriu în limitele concentraţiei 
compusului respectiv atit în ficat (între 0,6 si 0,8 mM (Beinert si 
Hohorst, 1963 ; Hohorst si colab., 1959; D. S. Steiner si Williams, 
1959)) cit si in mușchiul scheletic (0,3 mM (Helmreich si Cori, 
1965; Piras si Staneloni, 1969)). Valoarea Km pentru UDPG a GS 
hepatice este la forma I de 0,62 mM, iar la forma D de 0,90 mM, 
testată în ambele cazuri în prezenţa glucozo-6-fosfatului (Hizukuri si 
Larner, 1964). Menţionăm că aceste valori nu sînt prea îndepărtate 
de concentrația din ficat (între 0,4 şi 0,7 mM (Hers si DeWulf, 1968; 
D. A. Young, 1966)). 

O importanţă deosebită pentru reglarea activităţii GS prezintă 
interacţiunea dintre o serie de inhibitori ai celor două forme ale 
enzimei și glucozo-6-fosfatul. În tabelul nr. 7 se dau cîteva date 
„privitoare la această interacţiune. 

Din datele prezentate în tabel observăm că ATP şi ADP sînt 
inhibitori puternici ai celor două forme ale GS, iar glucozo-6-fosfatul 
este capabil să reducă gradul de inhibare produs de cei doi compuși. 
 Inhibitorul cel mai eficace şi în acelaşi timp independent de prezența 
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Tabelul nr. 7 
Acţiunea unor inhibitori asupra GS (Isi D) din mușchiul scheletic de şobolan (după Pitas si colab., 1968) 
eee a 
Inhibarea activităţii GS (%) 


Inhibitorul şi concen- forma. Í forma D 


tratia sa e datei EE 

fără GOP |10 mM G6P | 0,5mM G6P| 10mM G6P 
ATP—6 mM | 91 19 88 15 
ADP- 79 19 84 ` 38 
AMP- ,, 36 0 30 0 
Pa— 10mM 18 10 49 0 
UDP— 0,5mM 86 72 66 | 58 


glucozo-6-fosfatului este UDP, unul din produsii reacției catalizate 
de GS. Se poate conchide pe baza acestui comportament al enzimei 
că, în ultimă instanţă, dinamica, concentraţiei glucozo-6-fosfatului, 
ADP, ATP și UDP va determina activitatea celor două forme ale 
enzimei. De asemenea, în lumina datelor prezentate în tabelul nr. 7, 
forma I pare a fi $i ea dependentă de prezenţa glucozo-6-fosfatului, 
dar nu în sensul în care este dependentă forma D (pentru forma D, 
glucozo-6-fosfatul este un factor strict necesar, dar și un dezinhibitor ; 
pentru forma I, acest compus este numai un dezinhibitor). Vom subli- 
nia în mod cu totul deosebit că la concentraţii fiziologice de glucozo-6- 
fosfat si ATP forma D a enzimei este atit de puternic inhibată de către 
ATP, încît activitatea sa poate fi considerată ca fiind, practic, nulă. 
După cum se vede din tabelul nr. 7, efectul inhibitor al ATP și ADP 
asupra formei D poate fi diminuat de către glucozo-6-fosfat numai 
la concentraţii mari ale acestui compus (in jur de 10 mM) care nu 
se întîlnesc niciodată în fibra musculară sau în celula hepatică. Studii 
cinetice detaliate asupra comportamentului formei I (Piras şi eolab., 
1967) au arătat că, în concentraţii fiziologice (de aproximativ 0,6 
mM), glucozo-6-fosfatul este capabil să suprime inhibarea formei I 
de către ATP si ADP. Reiese din aceste date că în condiţii fiziologice 
forma I este forma activă, iar forma D forma inactivá a enzimei. 
Efectul inhibitorilor din tabelul nr. 7 şi al glucozo-6-fosfatului 
asupra activitátii enzimei nu poate fi lipsit de semnificaţie regulatorie, 
de vreme ce acești compuşi se întîlnesc în celulă în concentraţii la 
care ei afectează activitatea enzimei. Dealtfel, studii relativ recente 
(Piras şi Staneloni, 1969) au arătat că modificările activităţii GS 


J 
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din mușchiul scheletic în diferite condiţii se pot explica numai dacă 
se ia în considerare dinamica concentraţiei intracelulare a tuturor 
efectorilor GS menţionaţi aici. 

Una dintre cele mai marcante proprietăţi regulatorii ale GS 
şi care prezintă în același timp o importanţă majoră în reglarea sintezei 
glicogenului este interconversia celor două forme ale enzimei. Astfel 
forma I a GS din mugchiul scheletie (D. L. Friedman și Larner, 
1962 si 1963 ; Traut si Lipmann, 1963), din ficat (Hizukuri şi Larner, 
1964) si din mușchiul cardiac (Larner si colab., 1969 ; Sovyk si colab., 
1966) se transformă, printr-o reacţie de fosforilare pe seama ATP, 
în forma D. Fosforilarea este catalizată de o kinază (0 vom denumi 
aici kinaza formei I), care a fost separată şi caracterizată (Bishop 
și Larner, 1969; D. L. Friedman și Larner, 1965). Această kinază 
nu este identică cu cea care catalizează conversia fosforilazei b în 
fosforilazá a. Activitatea sa este stimulată de către 3’,5’-AMP (ciclic); 
Ka pentru acest compus este cuprinsă între 0,06 si 0,08 uM (Huijing 
şi Larner, 1966; Rossell-Perez si Larner, 1964a; Walaas si colab., 
1968). Vom anticipa aici că acest compus este un stimulator al kinazei 
responsabile de conversia fosforilazei b in fostorilază a; astfel, acti- 
unea acestui compus asupra celor două kinaze reprezintă unul dintre 
factorii majori care asigură unidirectionarea metabolismului glico- 
genului. 

Vom nota, în sfîrșit, existenţa altui mecanism de activare a 
kinazei formei I, cu participarea ionului Ca** si a unui factor de 
natură proteică (Appleman și colab., 1964; Bellocopitow si colab., 
1965). Factorul proteic este, după toate probabilitățile, identic cu 
cel implicat în activarea kinazei fosforilazei b de către ionii de Ca++ 
(Bellocopitow și colab., 1965). Deocamdată este greu de întrezărit 
semnificația regulatorie a acestui mecanism de activare. 

Conversia formei D în forma implică defostorilarea primei, care 
este catalizată de o fosfatazá (fosfataza formei D). Activitatea acestei 
fosfataze este strict dependentă de cantitatea de glicogen (fig. 2). 

Glicogenul este un inhibitor puternic al acestei fosfataze (Lar- 
ner $i colab., 1968; Villar-Palasi gi Larner, 1966). Această relaţie 
este esenţială pentru controlul sintezei glicogenului. De vreme ce 
forma I este forma activă a GS, iar forma D inactivă, este clar că 
intensitatea sintezei glicogenului va fi determinată, pe lîngă alti 
factori, şi de proporţia dintre cele două forme ale GS. Orice factor 
capabil să asigure preponderența formei D asupra formei I va asi- 
gura implicit stoparea sintezei glicogenului. Un astfel de factor este 
însuși glicogenul. În acest caz avem de-a face cu un veritabil mecanism 
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de control de tip feed-back negativ, respectiv produsul căii (de sinteză 
a glicogenului) inhibă una dintre enzimele implicate în propria sa 
sinteză, 


Fig. 2. — Relaţia dintre concentraţia 

glicogenului și activitatea fosfatazei gli- 

cogensintetazei D (FGSD) (după Larner 
şi colab., 1968, modificat). 


Activitatea FGSD 


2 4 6 8 10 
Concentrația glicogenului ` 
(mg/ml) 


3,5'- AMP (ciclic) 


KINAZA GS! 
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Fig. 3. — Interconversia formelor I și D ale glicogensintetazei (GS) şi efectul 

unor metaboliți asupra activității enzimei. G6P, glucozo-6-fosfat ; sem- 

nele (+) şi (—) indică un efect stimulator, respectiv, unul inhibitor, 
asupra activităţii enzimelor, 


În figura 3 sint reprezentate schematic transformările GS si 
factorii care afectează activitatea sa. 


e 
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În afară de cele două forme ale GS menţionate, a fost pusă în 
evidenţă şi o a treia formă care este inactivă chiar în prezența glucozo-6- 
fosfatului (Hizukuri şi Larner, 1964; Vardanis, 1969). Rolul acestei 
forme intermediare a GS nu este deocamdată clarificat. 

În ceea ce priveşte localizarea intracelulară a GS, s-a arătat 
că enzima este asociată cu glicogenul particula (Leloir și Goldemberg, 
1960; Luck, 1961; Vardanis, 1969). Dealtiel, unul dintre procedeele 
izolárii enzimei se bazeazá pe precipitarea cu concanavaliná A a 
glicogenului care antrenează după sine şi GS (Vardanis, 1969). 


REGLAREA DE ANSAMBLU A SINTEZEI GLICOGENULUI 


Reglarea sintezei glicogenului de cátre accesibilitatea substratului 


Organismul isi organizează astfel economia glucozei, încît 


. proporţia, în care aceasta este rezervată în ficat sub forma glicogenului 
depinde de valoarea aportului său în hrană. Dacă, la un moment 
. dat, aportul de glucoză întrece necesarul cheltuit pentru menţinere 
| gi creştere, o parte din glucoză va fi depusă sub forma glicogenului, 
| iar o altă parte va fi convertită în acizi graşi şi depusă sub forma 
-. lipidelor de rezervă. Un astfel de aranjament poate îi asigurat numai 


dacă unul dintre factorii care controlează intensitatea sintezei glico- 
genului este accesibilitatea substratului primar, respectiv a glucozei. 
Experiente făcute în vitro pe secţiuni de ficat au arătat ca 
intensitatea sintezei glicogenului este proporţională cu concentrația 
glucozei din mediul de incubație, pînă la valori ale acesteia de 100 mM 
(Cahill şi colab., 1958; Figueroa si Pfeiffer, 1966). În ceea ce priveşte 
situaţia din organismul intact, unele date foarte vechi (C. F. Cori, 
1926) şi altele mai recente (DeWulf si Hers, 1967; Hers şi DeWulf, 
1968) au arătat că viteza sintezei glicogenului în ficat poate să se 
mărească de cîteva zeci de ori, ca urmare a creşterii rapide a aportului 
de glucoză către ficat. Această modificare este atit de rapidă (se poate 
observa la cîteva minute după administrarea intravenoasă de. glu- 
coză), încît, aparent, nu lasă nici o îndoială asupra faptului că ea 
are-la-bază-creșterea accesibilităţii substratului; respectiv a glucozei. 
Într-o primă instanţă, se poate admite următoarea secvenţă a eve- 
nimentelor responsabile de un astfel de tablou: 
. ., — creșterea aportului de glucoză spre ficat duce la o sinteză 
mărită de glucozo-6-fosfat, datorită prezenţei glucokinazei, care, 
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asa cum am menţionat, are toate proprietăţile necesare pentru a 
face faţă unei astfel de situaţii; | | 

— creşterea concentraţiei de glucozo-6-fosfat va determina, 
pe de o parte, o umplere” (prin saturarea enzimelor) a capacităţii 
căilor de metabolizare a sa, între care si sinteza glicogenului, iar pe 
de altă parte acest compus va acţiona ca un activator al formei D 
a enzimei si, simultan, ca un dezinhibitor al formei I, asigurindu-si 
în felul acesta propria-i depunere sub formă de glicogen. 

Dacă aceasta ar fi secvenţa evenimentelor, atunci ar trebui să 
se observe un paralelism între viteza conversiei glucozei in glicogen 
şi viteza creşterii concentraţiei glucozei, astfel încît primul 
parametru să nu îl depășească pe cel de-al doilea; ar trebui ca apoi 
concentraţia glucozo-6-fosfatului să crească în ficat; în sfirșit, ar fi 
de aşteptat ca activitatea GS, măsurată în omogenat în prezența 
unui exces de glucozo-6-fosfat, să nu se schimbe de vreme ce acti- 
varea maximă a enzimei ar trebui să fie asigurată în vivo de creşterea 
concentraţiei glucozo-6-fosfatului. Surprinzător este faptul că nici 
una dintre aceste presupuneri n-a putut fi confirmată experimental. 
Astfel, după administrarea intravenoasă a glucozei (în doză de 1mg/g 
greutate corporală) viteza sintezei glicogenului este cu mult mai 
mare decît viteza, creșterii concentraţiei glucozei in singe gi în ficat ; 
concentraţia glucozo-6-fosfatului si UDPG scade în aceste condiții 
si, în sfîrşit, se observă, în ciuda așteptărilor, creșterea activităţii 
GS într-o manieră care sugerează o activare specifică a sa (DeWult 
şi Hers, 1967; Hers şi DeWulf, 1968). Este clar că intensificarea 
sintezei glicogenului în aceste condiţii se poate explica numai pe baza 
activării prompte a enzimei. În acest caz avem de-a face cu o coope- 
“rare interesantă între factorul accesibilitatea substratului şi modificarea 
proprietăţilor cinetice ale enzimei limitante din calea metabolică. 
Semnalul pentru declanşarea activării enzimei este, în ultimă in- 
stanta, tot accesibilitatea substratului. Mecanismul acestei relaţii 
nu este deocamdată clar. În orice caz, activarea GS de către glucozo-6- 
fosfat nu pare a fi implicată în aceste modificări, de vreme ce concen- 
tratia acestui activator nu creşte in ficat în stări caracterizate prin 
viteze crescute de sinteză a glicogenului (D. S. Steiner şi Williams, 
1959; D. A. Young, 1966). Date relativ recente, obţinute în expe- 
riente pe ficat izolat si perfuzat de şobolan (Glinsmann si colab., 
1970), arată că glucoza ca atare este un factor capabil de a accelera 
conversia formei D în forma I a GS. Astfel, hiperglicemia în singele 

de perfuzie induce o creştere rapidă a proportiei de forma Ia GS, 
ceea, ce are drept consecinţă creşterea intensității sintezei glicogenului. 
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| | 


"Controlul activităţii GS de către concentraţia glucozei in singele 


| aferent ficatului conferă acestui organ un anumit grad de indepen- 


 denfá hormonală în ceea ce priveşte reglarea, glicemiei. 


Pe baza datelor expuse pind aici, se poate conchide că sinteza — 


glicogenului nu este o cale metabolică , deschisá", gata oricind sá 
„înghită” acel surplus de glucoză care se creează ca urmare a saturárii 
cu substrat a celorlalte căi metabolice (dealtfel, cum s-a arătat mai 
înainte, concentraţia UDPG în ficat este aproximativ egală cu valoarea, 
Km a GS pentru acest substrat; aceasta înseamnă că sinteza glico- 
genului nu poate să crească prea mult ca urmare a măririi concentra- 
tiei UDPG). Ea se „deschide? odată cu creșterea accesibilitátii 
glucozei pentru țesutul hepatic şi această ,,deschidere"' este asigurată 
de activarea GS de către un precursor al substratului său, respectiv 


de către glucoză. 


Reglarea sintezei glicogenului de către produsul final 


Cel mai eficace mecanism de reglare a sintezei glicogenului se 
realizează prin modificarea nivelului cantităţii sale. Elementul 
esențial al acestui mecanism este inhibarea de către glicogen a fosfa- 
tazei formei D a GS. În ultimă instanţă, este vorba despre un aran- 
jament de aga manieră, încît proporţia dintre forma I (activă) si 
forma D (inactivă) se modifică în concordanţă cu necesitatea celulei 


. de a sintetiza glicogenul. 


O serie de date experimentale, comunicate înainte de descope- 
rirea efectului inhibitor al glicogenului asupra fosfatazei formei D 
(Villar-Palasi $i Larner, 1966), au sugerat existenţa unui control al 
sintezei glicogenului, exercitat de către propria lui cantitate. Astfel, 
în ficatul oamenilor în care lipsește congenital fosforilaza, dar in care 
nu este alterată cantitatea de GS, glicogenul se află în proporţie 
de trei-patru ori mai mare decît în ficatul oamenilor normali ; dacă 
nu ar exista un mecanism de reglare de tipul celui discutat aici, 


| acumularea glicogenului în ficatul lipsit de fosforilazi ar trebui 


să fie mult mai mare. 

H Datele care demonstrează însă în modul cel mai convingător 
existența, unui mecanism de tip feed-back negativ de reglare a sin- 
tezei glicogenului au fost obţinute în experienţe pe muşchi scheletie 
(Danforth, 1965; Piras şi Staneloni, 1969), diafragmă (Danforth, 
1959) şi pe muşchi cardiac (Huijing si colab., 1969 ; Larner si colab., 
1968). Astfel, in mugchiyl scheletic de şoarece aflat in repaus, forma 
Ia GS reprezintă 20%/din activitatea totală a GS, iar conținutul 
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de glicogen este de 4 mg/g ţesut; la un interval de 5 min de la o sti- 
mulare tetanică de 20 s, forma I reprezintă 75% din activitatea, 
totală a GS, iar conţinutul de glicogen este de 0,9 mg/g ţesut (Danforth, 
1965). Creşterea proportiei de GS I se asociază cu o creştere 
accentuată a înglobării (U)-14C-glucozei in glicogen. În mușchiul 
cardiac, atit in vivo (Daw si Berne, 1967), cit şi in vitro (Huijing 
si colab., 1969) dependenţa proportiei de formă I a GS de cantitatea, 
glicogenului urmează aceeaşi dinamică. Din tabelul nr. 8, în care sint 
prezentate cîteva date sugestive în acest sens, rezultă că fenomenul 
descrie o curbă similară cu cea obţinută în studii asupra comporta- 
mentului fostatazei formei D izolate față de cantitatea de glicogen 
(fig. 2). 


Tabelul nr. 8 


i Relaţia dintre cantitatea de glicogen si proporţia formei I a GS in 
inima perfuzatá de şobolan (după Huijing şi colab., 1969) 


Durata anoxiei GS I Conţinutul de gli- 
min % din GS totalá|cogen mg/g ţesut 


19 


1,7 
0,3 
0,1 


? 


0 
5 
0 70 . | 
În toate condiţiile experimentale amintite, scăderea cantităţii 
de glicogen, ca urmare a utilizării sale, eliberează de sub inhibitie 
fosfataza formei D a GS; în consecinţă, intensitatea conversiei 
D — I creşte, ceea ce duce la mărirea proportiei de formă I. Aceasta, 
avînd la dispoziţie toate condiţiile necesare, sintetizează glicogenul 
pînă cînd cantitatea lui atinge valoarea maximă, caracteristică 
țesutului dat (în cazul nostru, mușchiului). Mecanismul stopării 
sintezei glicogenului in acest moment nu este pe deplin clarificat. 
Este de presupus că el implică o reconversie a formei I în forma D, 
care, într-un fel oarecare, este semnalizata şi controlată de cantitatea 
glicogenului. În legătură cu aceasta, trebuie notat faptul că glicogenul 
nu afectează în vreun fel oarecare activitatea kinazei formei I (Larner 
şi colab., 1968). În mușchiul scheletic de şobolan, momentul reve- 
nirii rezervei de glicogen la valoarea de dinaintea contractiei tetanice 
coincide cu momentul revenirii proportiei formei I la valoarea de 
dinaintea contractiei (Piras gi Staneloni, 1969). 
~ Tinem să atragem atenţia asupra unui aspect important al rela- 
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E de aşteptat ca, odată ce cantitatea de glicogen atinge maximul pentru 
. un anumit ţesut, să înceteze cu totul sinteza sa, adică forma I a GS 


| Să reprezinte în acest moment 0% din GS totală. O atare situaţie 
. nu este compatibilă cu turnoverul glicogenului ( a cărui existenţă, 


„nu este pusă la îndoială) şi ea este practic evitată, în virtutea faptului 
. eá, peste un anumit nivel al cantităţii de glicogen, oricât ar creşte 
„aceasta, proporţia formei I nu scade niciodată sub valoarea de 10— 
12% din GS totală (Huijing si colab., 1969; Larner gi colab., 1968) ; 
cu alte cuvinte, rămîne totdeauna o cantitate reziduală de formă I, 
o condiţie strict necesară pentru menţinerea turnoverului glicogenului. 


Reglarea genetică a sintezei glicogenului 


În general, reglarea sintezei glicogenului prin mecanisme de 
inducție — represie a sintezei GS a fost putin studiată. Cu toate 
acestea, din puţinele date care există se poate conchide că un astfel 
de control al sintezei glicogenului operează. Astfel, s-a arătat cá 
insulina, administrată şobolanilor cu diabet aloxanic, induce o depo- 
zitare masivă a glicogenului în ficat, paralelă cu o creştere a activi- 
tatii GS, suficientă pentru a putea fi considerată responsabilă de 
creșterea observată a rezervei de glicogen (D. S. Steiner şi Williams, 
1959; D. F. Steiner și colab., 1962). Deşi acest răspuns al GS apare 
într-o perioadă scurtă de la administrarea insulinei, de aproximativ 
40 min, el este suprimat de administrarea prealabilă a unor inhibi- 
tori ai biosintezei proteice (puromicina, actinomicina D, etionina), 
(D. F. Steiner si King, 1964), ceea ce sugerează că cel putin in parte 
efectul insulinei este mediat de către procese de biosinteză a enzimei. 
Aceste date experimentale permit înscrierea GS în lista aşa-numitelor 
enzime insulino-dependente, care include o serie de enzime din căile 
metabolice ale glucozei şi acizilor grași. Comportamentul similar 
al acestor enzime în diferite condiţii, precum şi faţă de insulină con- 
stituie pivotul concepţiei conform căreia ele sînt genetic controlate 
de către un singur operon (problema aceasta va fi discutată si la 
reglarea genetică a biosintezei acizilor graşi şi a gluconeogenezei). 

În cazul GS această concepţie nu poate fi totuşi aplicată, 
deoarece sinteza ei este indusă și de către cortizon (Sanighina şi colab., 
1969), un hormon al cărui efect în sfera metabolismului glucidic 
este, în general, de sens opus celui al insulinei. Or, concepţia genomului 
unic implică, între altele, controlul de către un singur operon a unui set 
de enzime care acţionează în unul și același sens (numai în celal degra- 
dării sau numai în cel al sintezei) în sfera metabolismului intermediar. 
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REGLAREA CELULARĂ A DEGRADĂRII GLICOGENULUI 


În sensul strict al cuvîntului, degradarea glicogenului sau 
glicogenoliza reprezintă desfacerea moleculei glicogenului pînă la 
termenul de glucozo-1-fosfat, fără să includă și degradarea acestui 
produs în calea Embden-Meyerhof. În lucrări mai vechi, termenul 
de glicogenoliză era utilizat, mai ales cu referire la metabolismul 
mugehiului în contracție, în înţelesul procesului care duce de la glico- 
gen Ja lactat şi piruvat, deoarece în mușchiul scheletic glucozo- 
1-fosfatul — produsul fosforolizei glicogenului — poate îi metabolizat 
doar pe o singură cale, si anume a glicolizei. În consecinţă, regla - 
rea fluxului de glucozo-1-fosfat, care provine din glicogen, prin calea 
Embden-Meyerhof, va fi tratată la reglarea celulară a acestei căi 
(partea I, cap. III). 


SEMNIFICAȚIA FUNCȚIONALĂ A GLICOGENOLIZEI 


Rolul functional al degradării glicogenului reiese dintr-o serie 
de considerente expuse anterior la discutarea rolului functional al 
sintezei glicogenului. Aici, vom preciza doar că în timp ce glicoge- 
noliza hepatică este menită să pună la dispoziția unor țesuturi glu- 
coza, cînd aportul acesteia de la exterior este insuficient, glicogeno- 
‘liza musculară are menirea de a furniza mușchiului în contracție, 
pe loc şi imediat, substratul energetic, adică hexozomonofosfatul, 
pe care nu l-ar putea procura în măsura necesităţilor pe seama fosfo- 
rilării glucozei. Rolul funcţional al glicogenolizei hepatice este com- 


CĂILE GLICOGENOLIZEI. FOSFOROLIZA. PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE 
FOSFORILAZEI 


Deşi la animale sistemul fosforilazie nu este singurul care eatali- 
zează degradarea glicogenului, el este cel mai important din punet de 
vedere functional gi, se pare, singurul la nivelul cáruia se exercită 
un control metabolic. al glicogenolizei. De aceea, sistemele enzimatice 

e cat alizează degradarea nefosforolitioá a glicogenului (glucozi- 
dazele si amilazele) nu vor fi tratate în acest subeapitol. Importanţa 
- funcțională 9 acestor sisteme pare a fi minoră în raport cu cea a 
 fostforilazei gi deseori rolul lor functional este pus la îndoială. 


actia catalizatá de fostorilază 
| ae (n) + (n’)-Pa= (n?)-glucozo-1-fosfat + glicogen-(n-n’), 


| 


If Y 
"Y 


. pletat de prezenţa în ficat a glucozo-6-fosfatazei care, alături de ~ 
~ fosforilazá, desávirgegte conversia glicogenului în glucoză cireulantá. ~ 
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(n > n) este reversibilă, ceea ce înseamnă că fosforilaza poate să 
acţioneze şi în sensul sintezei glicogenului. Deseori activitatea enzi- 
mei este determinată experimental, în sensul sintezei glicogenului 
în prezenţa acestuia ca primer gi în condiţiile unor concentraţii de 
glucozo-l-fosfat si Pa care facilitează activitatea sintetizantă a 
enzimei. În condiţii fiziologice însă, fosforilaza nu acţionează nicio- 
dată ca sintetază, deoarece valoarea raportului Pa/glucozo-1-fosfat 
în ţesuturi este atît de mare, încît nu permite deplasarea reacției 
spre sinteza glicogenului (Larner gi colab., 1960). 

Una dintre cele mai marcante proprietăți regulatorii ale fosfo- 
rilazei este capacitatea sa de a exista sub forma mai multor specii 
moleculare interconvertibile şi cu proprietăţi distincte (menţionăm 
asemănarea din acest punct de vedere cu GS). Într-o primă instanţă, 
se disting două forme ale fosforilazei : una mai putin activa, fosfori- 
laza b (Fb), şi alta mult mai activă, fosforilaza a (Fa). Deosebirea 
esenţială dintre cele două forme este dată de gradul dependenţei 


. lor faţă de AMP. Astfel, Fb prezintă in general o strictă dependenţă 


de AMP ; în absenţa acestuia enzima este inactivă. Fa este indepen- 
dentă, deşi nu total, față de AMP. In tabelul nr. 9 se dau cîteva 
date care ilustrează comportamentul celor două forme ale fosforilazei 
fata de AMP. 


Tabelul nr. 9 
Efectul AMP asupra activităţii fosforilazel hepatice si museulare (după E. G. Krebs şi Fisher, 1962) 
Activitate ( %) 


Enzima 
cu AMP |  fürá AMP 
Fosforilaza inactivă din ficatul de cîine* 10—15 ^ dn 
Fosforilaza activá din ficatul de ciine 100 70—85 
Fb din mușchiul scheletic de iepure | 60— 70 | 2 
Fa din mușchiul scheletic de iepure | 100 | 65 


* Datorită unor deosebiri de structură dintre fosforilaza hepatică gi cea musculară, pentru prima 
nu se utilizează denumirea de formă a sau formă b, ca pentru cea de-a doua, ci denumirea de 
formă activă, respectiv formă inactivă. 


Se observă că Fa este şi ea dependentă de AMP (dar într-o 
măsură mult mai mică decît; Fb), de vreme ce AMP induce un 
plus de activitate a sa. Ambele forme ale enzimei leagă AMP, dar cu 
afinități diferite. Astfel, Km pentru AMP este de aproximativ 30 de ori 
mai mică în cazul formei a față de forma b (N.B.Madsen si Cori, 1957), 
ceea ce denotă o afinitate mult mai mare a formei a pentru AMP. 
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Lucrul acesta arată că de fapt ambele forme ale fosforilazei se găsesc 
sub controlul AMP. 

Concepţia potrivit căreia Fb trebuie să fie in vivo forma inac- 
tivă sau, în orice caz, mai puţin activă se sprijină în principal pe 
faptul că o serie de agenţi, între care adrenalina si glucagonul, capa- 
bili de a induce în muşchi sau ficat o glicogenoliză intensă, induc 
simultan în muşchi conversia Fb in Fa iar în ficat conversia formei 
inactive în formă activă (G. T. Cori şi Illingworth, 1956; Leonard, 
1957 ; Sutherland, 1951 ; Sutherland gi Cori, 1954). Cu toate acestea, 
o serie de date experimentale (Danforth şi Lyon, 1964; Lyon şi 
Porter, 1962 şi 1963) au demonstrat că în mușchiul scheletic al unei 
linii de soareci, în care conversia Fb în Fa nu poate avea loc datorită 
absenței genetice a kinazei Fb, glicogenoliza poate atinge viteze 
considerabile, dar în orice caz mai mici decît cele înregistrate in mug- 
chiul scheletie de șoarece în care kinaza Fb este prezentă. | 

S-a considerat, de asemenea, că stricta dependenţă a Fb de 
AMP ar fi unul dintre factorii care ar face ca această forma a fosto- 
rilazei să fie în vivo inactivă, de vreme ce concentrația AMP era cunos- 
cut’ ca fiind sub nivelul necesar al activării Fb (G. T. Cori, 1945; 
C. F. Cori, 1956). Ulterior, s-a arătat însă că concentrația intracelulara 
a AMP este suficientă pentru a activa Fb (Parmeggiani si Morgan, 
1962). În acest caz trebuie să existe in celulă alti factori care ar 
împiedica manifestarea potenţialului catalitic al Fb. Într-adevăr, 
ATP, ADP si glucozo-6-fosfatul scad afinitatea Fb pentru AMP 
(Parmeggiani și Morgan, 1962 ; Silonova și Lisovskaia, 1961 ; Helmreich 
si Cori, 1964), astfel cá enzima nu este activată de către concentraţii 
de AMP care altfel (adică în absența ADP, ATP si glucozo-6-fostatului) 
ar fi suficiente pentru activarea ei. Rezultă de aici că o activare a 
Fb, si deci o glicogenolizá pe seama acesteia, este posibilă dacă 
scade concentrația glucozo-6-fosfatului și a ATP si, simultan, creşte 
concentrația AMP si, eventual, a Pa. O astfel de dinamică a acestor 
metaboliți, asociată cu o glicogenoliză intensă, a fost descrisă in 
mușchiul cardiac hipoxiat (Regen şi colab., 1964), şi ea conferă 
glucozo-6-fosfatului si ATP un rol important în reglarea activităţii 
Fb. Probabil că o activare similară a Pb trebuie să aibă loc şi în mușchiul 
scheletic al goarecilor lipsiţi genetic de kinaza Fb. Vom vedea mai 
departe că aceasta situaţie n-a fost întrutotul confirmată în cazul 


mușchiului scheletic. 


Rezultă din cele spuse că Fb nu poate fi considerată ca o formă ' 
“inactivă a fosforilazei si, în consecinţă, nici conversia Fb în Fa: 


4 - 0, 473 


DP 3 
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nu reprezintă o transformare a unui precursor inactiv al fosforilazei 
într-o formă activă a acesteia. 

O proprietate importantă a Fb este capacitatea sa de a exista 
sub două forme : una tetramericá si alta dimerică (Kent si colab., 1958; 
Wang şi colab., 1965). Cele două forme ale enzimei sint interconver- 
tibile și se deosebesc printr-o serie de proprietăţi cinetice (Silonova 
şi Lisovskaia, 1969). Ca şi în cazul Fa, așa cum se va arăta în cele ce 
urmează, se poate accepta că această proprietate a Pb este implicată 
în reglarea activităţii sale; cum anume însă, rămîne o chestiune 
deschisă. . 

Conversia Pb in Pa este catalizatá de o kinazá (o vom denumi 
kinaza Fb) conform ecuaţiei : 


2Fb + 4 ATP—Fa + 4 ADP. 


Reacţia implică, intocmai ca in cazul conversiei formei I a GS in 
forma D, transferul P terminal al ATP pe reziduurile serinice din 
molecula Fb (Fisher si Krebs, 1955; E. G. Krebs si Fisher, 1956; 
E. G. Krebs $i colab., 1958). Aşa cum este catalizatá de această kinazá 
reacţia este ireversibilă. Kinaza Fb a fost izolată, purificată şi carac- 
terizată (E. G. Krebs și colab., 1959 si 1964). Ea este distinctă de 
kinaza care catalizează conversia formei I a GS în forma D.S-a 
arătat că ea poate exista sub două forme: una inactivă, a cărei 
afinitate faţă de Pb este foarte mică, si alta activă, capabilă de fosfo- 
rilarea Pb. S-a arătat de asemenea că există două mecanisme prin 
care se realizează în vivo conversia formei inactive în forma activă 
a acestei kinaze. Primul mecanism implică fosforilarea formei inac- 
tive în prezența Mgt* şi ATP (E. G. Krebs şi colab., 1959 si 1964) 
fiind eatalizatá de o proteină strict dependentă de 3’,5’-AMP(ciclic), 
descoperită relativ recent in muşchiul scheletic de iepure (Walsh 
si colab., 1968). Prin urmare, această proteină este o kinazá a kinazei 
Fb. După toate probabilitățile ea este enzima care stabileşte relatio 
dintre sistemul fosforilazic, pe de o parte, si adenilateiclazá, pe do 
altă parte. Glicogenul, în concentraţii care se înscriu bine în limitele 
fiziologice, accelerează acest mecanism de activare întocmai ca și 
3’,5’-AMP(ciclic) (DeLange și colab., 1968). Celălalt mecanism de 
conversie a formei inactive în forma activă a kinazei Pb necesită 
prezenţa Ca** si a unui factor proteic, şi el a fost demonstrat atit 
pentru enzima din mușchiul scheletic (E. G. Krebs şi colab., 1959 ; 
Meyer și colab., 1964), cit şi pentru cea din muşchiul cardiac (Drum- 
mond si Duncan, 1966 si 19662; Hammermeister şi colab., 1965). 
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l Reacția inversă de conversie a formei active în forma inactivă 
a kinazei Fb este catalizatá de o fosfatazá specifică, descoperită 
relativ recent (Riley și eolab., 1968). 

Pa tormată în reacţia discutată posedă o serie de proprietăţi 
regulatorii. Astfel, ea se prezintă sub forma a două specii moleculare : 
un dimer $i un tetramer (Wang și Graves, 1963 şi 1964; Wang și 
colab., 1965), (în cazul Fa din mușchiul scheletic de iepure tetramerul 
are o greutate moleculară de două ori mai mare decît dimerul, iar 
acesta are o greutate moleculară egală cu cea a Jb). Preincubarea 
Fa cu glicogen duce la activarea enzimei numai în condiţiile experi- 
mentale in care Pa există sub forma tetramerului (Wang şi colab., 
1965). Intrucit forma dimericá nu poate fi activată de glicogen, iar 
cinetica formelor care rezultă din acțiunea glicogenului asupra tetra- 
merului este similară cu cinetica dimerului, se crede că de fapt tetra- 
merul este forma inactivă, iar dimerul forma activă a Pa. Dealtfel, 
date experimentale relativ recente (Metzger şi colab., 1967) au 
arătat că singura formă activă a Pa este cea dimerică. Glicogenul 
blochează, de asemenea, conversia dimerului în tetramer (Wang 
si Graves, 1964). 

Constatám, prin urmare, cá glicogenul, substratul enzimelor 
sistemului fosforilazie, intervine pe mai multe cái in dinamica acestui 
sistem : el este, cum s-a arătat, un activator al kinazei Fb si, simultan, 
uri fáetor care tinde să menţină Pa in forma sa activă, respectiv 
în forma dimerului. Desigur pare plauzibil că aceste efecte ale glico- 
genului sînt momente ale sistemului de reglare a activităţii fostorilazei. 

În afară de capacitatea sa de a exista sub forma mai multor 
specii moleculare, Pa prezintă o serie de alte proprietăţi care par 
a fi implicate în reglarea glicogenolizei. Astfel, Pa din mușchiul sche- 
letic este activată într-un mod specific de Pa (Lowry şi colab., 19643). 
Pe măsură ce creşte concentraţia acestuia scade Km a enzimei pentru 
glicogen, deci crește afinitatea enzimei pentru substratul său. Prin 
urmare, Pa afectează fosforoliza pe două căi : în calitatea sa de 
efector al Fa si în calitatea sa de reactant al sistemului, Pentru forma 
activá a fosforilazei hepatice, care in general poate fi considerată 
ca similară cu Fa din mușchi, s-a deseris inhibarea de către UDPG, 
substratul glicogen-sintetazei (Maddaiah si Madsen, 1966). Inhibarea 
este de tip competitiv in raport cu glucozo-1-fosfatul şi Pa şi se accen- 
tueazá odată cu scăderea cantităţii de glicogen. Probabil cá efectul 
UDPG asupra fosforilazei active din ficat este in parte ráspunzátor 
de evitarea. funcţionării unui ciclu risipitor de energie în condiţiile 
refacerii rezervei de glicogen hepatic, după o prealabilă epuizare a 
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sa. Într-adevăr, în perioada de tranziţie de la inanitie de două zile 
la administrarea din nou a hranei, concentraţia UDPG în ficatul 
şobolanilor creşte de aproximativ 3 ori (Maddaiah și Madsen, 1966) 
şi se asociază cu o depunere masivă a glicogenului. 

Conversia Fa in Fb, care reprezintă o reacţie de sens invers 
celei catalizate de kinaza Jb, este catalizată de o fosfatazá (0 vom 
denumi fosfataza Fa; notăm si în acest caz analogia cu sistemul 
GS, în care forma D este convertită în forma I tot de către o fosfatazá). 
O serie de date experimentale sugerează că această reacţie fosfatazicá 
este ţinta unor influenţe regulatorii asupra glicogenolizei. Astfel, 
fosfataza Fa există sub două forme : una mai puţin activă, care se 
converteşte în alta mai activă, într-o reacție care necesită prezenţa 
ATP si creatin-fosfatului (Chelala si Torres, 1969). Această reacţie 
poate fi privită ca un moment al complexului de mecanisme care 
asigură reglarea metabolismului glicogenului de către starea energetică 
a celulei. Creșterea concentraţiei intracelulare de ATP si de creatin- 
fosfat va favoriza conversia fosfatazei inactive in fosfataza activa ; 
la rîndul său, aceasta va accelera conversia Fa in Pb, ceea cè va 
determina o scădere a degradării glicogenului. Invers, scăderea con- 
centratiei acestor doi compuși, ca în cazul mușchiului scheletic în 
contracție, va menţine fosfataza Fa in forma inâctivă, asigurind 
astfel un nivel crescut al Fa. 

Fosfataza Pa este stimulată de glucoză $i glucozo-1-fosfat 
şi inhibatá de fructozo-1, 6-difosfat si Pa (Holmes şi Mansour, 1968). 
Seáderea proportiei de Fa sub acţiunea concentratiilor crescinde 
de glucoză, observată în diafragmă (Holmes si Mansour, 1968a), 
în canalul deferent si în uter (Leonard si Crandall, 1963; Leonard 
și Schene, 1965), precum si în ficatul izolat si perfuzat de şobolan 
(Glinsmann gi colab., 1970), se poate explica prin efectul inhibitor 
al glucozei asupra fosfatazei Fa. Această relaţie pare a fi importantă 
pentru reglarea degradării glicogenului. Un astfel de mecanism 
este menit să asigure conservarea rezervei de glicogen atunci cînd 
glucoza liberă este accesibilă în cantităţi suficiente. 

Bn figura 4 sint reprezentate schematic transformările enzimatice 
din interiorul sistemului fosforilazie, precum si cîţiva dintre factorii 
care acţionează asupra lor, asa cum s-a menționat in text. 

În ceea ce priveşte localizarea intracelulará a fosforilazei, s-a 
arătat că aproximativ 70—80% din activitatea sa se recuperează 
în fractiunea microzomială a ficatului de şobolan normal ; la şobolanul 
inanitiat, enzima este localizată în fracțiunea solubilă a omogenatului, 
. €à urmare probabil a absenței aproape totale a glicogenului (Tata, 
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1964). Intocmai ca GS, si fosforilaza este legatá de glicogenul parti- 
culat (E. G. Krebs si colab., 1964 ; Maddaiah si Madsen, 1966 ; Suther- 
land si Vosilait, 1956; Tata, 1964), iar legarea enzimei de glicogen 
prezintă o anumită specificitate in raport cu dimensiunea moleculei 
acestuia; cu cit aceasta este mai mare, cu atit afinitatea enzimei 


KINAZA Fb 
(inactivă) 
KINAZA l FACTOR 
KINAZEI Fb : PROTEIC 
3,5'-AMP (ciclic) | Ca” 
o 3 
GLIC. . (activa) 


KINAZA Fb 
Fig. 4. — Sistemul de interconver- à 
sie a formelor a si b ale fosfori- 
lazei si efectul unor metaboliți 
asupra sa. Fa si Fb, fosforilazi | G6P 


UDPG 
a, respectiv b; GLIC, glicogen; ga ^ ip 
G1P, glucozo-1-fosfat; G6P, glu- ADP e. ys 4 o AMP 
cozo-6-fosfat;  GLUC, glucoză; ATP—© ~e Pa 


semnele (+) si ( —) indică un efect > AMP 
stimulator, respectiv unul inhibi- 
tor asupra activitátii enzimelor. GLUC 


GIP-Q-* FOSFATAZA Fa 


pa- 2 (activă) 


(inactivă) 
. FOSFATAZA Fa 


pentru glicogen este mai mare (Tata, 1964), ceea ce poate prezenta 
importanţă pentru reglarea glicogenolizei. 


REGLAREA DE ANSAMBLU A GLICOGENOLIZEI 


Am precizat; anterior că rolul funcţional al glicogenolizei hepa- 
tice este deosebit de cel al glicoger olizei musculare. În acord cu aceasta, 
reglarea glicogenolizei este intrucitva diferită de la un țesut la altul, 
ceea ce justifică tratarea separată a lor. | | , ' 


^-— "Y 


— 
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Glicogenoliza și contracția musculară 


Este bine stabilit faptul că contracția musculară induce creg- 
teri ale vitezei de degradare a glicogenului care, citeodatá, pot fi 
de ordinul a câteva sute de ori (C. F. Cori, 1956 ; Karpatkin și colab., 
1964). Cum participarea altor sisteme enzimatice (de exemplu a 
glucozidazelor) la degradarea glicogenului în muşchi este aproape 
exclusă, realizarea acestei creșteri nu poate fi pusă decit pe seama 
modificării activităţii sistemului fosforilazic, în sensul creşterii sale. 
O astfel de modificare poate fi atinsă pe două căi: o activare a 
Fb şi o conversie a Pb în Fa. În cele ce urmează vom analiza pe rînd 
cele două posibilităţi. l 

Activarea Fb. În virtutea proprietăților regulatorii ale Fb, o 
activare a sa poate avea loc pe seama creșterii concentrației activa- 
torului — AMP — şi a unuia dintre substrate — Pa —, asociată cu 
scăderea concentrației inhibitorilor, respectiv a ATP și glucozo-6- 
fosfatului, aşa cum se petrec lucrurile in muşchiul cardiac în condiţii 
de hipoxie (Regen și colab., 1964). În mugchiu! scheletic în contracție 
tetanică, glicogenoliza nu se asociază cu o dinamică a concentraţiei 
acestor metaboliți, de natură să permită o activare a Fb și, in conse- 
cinta, să inducă o glicogenoliză crescută. Astfel, în timpul unei con- 
tractii tetanice, cu o durată de 20 s, a mușchiului piciorului de şobolan 
in situ, scăderea marcantă (cu peste 40%) a conţinutului de glicogen, 
se asociază cu o creştere (de peste 700%) a conţinutului de glucozo-6- 
fosfat si eu o creştere de peste-50% a Pa; simultan, concentraţia 
AMP, ADP si ATP nu se modifică faţă de nivelul din mușchiul in 
repaus (Piras și Staneloni, 1969) (în aceste condiţii energia necesară 
contractiei este asigurată de creatin-fosfatul, a cărui concentraţie 
scade în aceeaşi perioadă cu aproximativ 50%). Cu alte cuvinte, 
avem de-a face cu o creştere mare a concentraţiei unui inhibitor 
(a glucozo-6-fosfatului), fără ca paralel că crească concentrația 


activatorului, respectiv a AMP. Creşterea concentraţiei Pa, adică a 


unuia dintre substratele reacției fosforilazice, ar putea să provoace 
o accentuare a degradării. glicogenului. Totuşi, contribuţia acestui 
factor la intensificarea glicogenolizei trebuie să fie, în condiţiile 
date, mult diminuată, de vreme Ge este de așteptat ca enzima să 
fie puternic inhibată de către concentraţia crescută a glucozo-6- 
fosfatului. = E ! 2 

"O situaţie intrucitva similari cu cea descrisă a fost observată 
ix experiențe pe mușchi sartorius de broască (Helmreieh si Cori, 


CE Scanned with OKEN Scanner 


GLICOGENOLIZA 55 


1965). Creşterea de peste 30 de ori a intensității glicogenolizei (apre- 
ciată pe baza vitezei de formare a lactatului), indusă prin stimularea, 
electrică a mugehiului izolat cu șocuri a căror frecvenţă era cuprinsă 
între 3 şi 18/min, se asociază cu o dublare a concentraţiei de glucozo- 
6-fosfat, cu o creştere relativ mică (cu aproximativ 25%) a concen- 
tratiei de AMP şi cu o scădere, de asemenea redusă, a concentraţiei 
ATP (cu aproximativ 16 95) ; concentrația Pa nu se modifieá in aces- 
te condiţii. 

Calculele bazate pe parametrii cinetici ai enzimei izolate, pre- 
cum si pe modificările concentrației acestor metaboliți permit con- 
cluzia că aceste schimbări se pot solda cu o activare doar de aproxi- 
mativ 19% a Fb. Valoarea acestei activări este $i mai mare la o 
frecvență mai mare de stimulare electrică a mușchiului (Helmreich 
şi Cori, 1965). În aceste calcule s-a luat în considerare numai efectul 
inhibitor al ATP, dar nu si cel al glucozo-6-fosfatului; în schimb, 
nu s-a ţinut seama de eventuala compartimentare intracelulară a unor 
metaboliți, sugerată de o serie de date experimentale. 

Concluzia care se desprinde din analiza acestor date este că aeti- 
varea Fb poate fi doar partial răspunzătoare de intensificarea glico- 
genolizei în timpul contraetiei musculare. Vom vedea mai departe că 
factorul major, responsabil de creșterea glicogenolizei în timpul 
contractiei, este creșterea proportiei de Fa, ca urmarea conversiei 
Fb in Fa. Cu toate acestea, rolul Fb în glicogenoliza musculară nu 
este pe deplin clarificat. Mentionam mai înainte cá în mușchiul 
scheletic al unei linii de soareci din care lipseşte kinaza Fb şi in care, 
prin urmare, conversia Fb in Fa este exclusă, glicogenoliza atinge 
viteze considerabile, capabile să satisfacă pe deplin cerinţele energe- 
tice ale contraetiei. Este adevărat că în acest caz viteza glicogenoli- 
zei este mai mică de aproximativ două ori (Danforth si Lyon, 1964; 
Helmreich şi Cori, 1965) decît cea din mușchiul normal; totuși aceste 
date arată clar că Fb trece dintr-o stare inactivă în timpul repausului 
într-una activă în timpul contractiei, fiind capabilă să mijlocească 
o glicogenoliză intensă. Mecanismul acestei activări nu este precis 
cunoscut. Dacă deosebirea dintre muşchii celor două linii de soa- 
reci constă exclusiv din absenţa într-unul dintre ei à kinazei Fb, 
atunci se poate admite că în realitate şi în mușchii care conţin kinaza 
Fb are loc o activare a Fb de acelaşi grad, cu deosebirea cá ea 
este însoţită de o conversie à unei părţi din Fb în Fa; dacă aşa stau 
lucrurile, atunci în muşchii normali două sînt evenimentele respon- 
sabile de intensificarea glicogenolizei : activarea unei parti a Fb si 
conversia altei parti in Pa. În muşchiul lipsit de kinază, cel de-al 
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doilea eveniment este absent ; in consecinţă, în acest mușchi şi viteza, 
glicogenolizei este mai mică decît în muşchii care contin kinaza Fb. 
Interesant de remarcat, în legătură cu aceasta, este faptul că acti- 
vitatea fosforilazică totală este egală în cei doi muşchi (Danforth 
și Lyon, 1964). 

Conversia Fb în Fa. În mușchiul scheletic în repaus cantitatea, 
de Fa, exprimată % din activitatea fosforilazică totală, este în general 
redusă, Astfel, pentru mușchiul izolat de broască și șoarece, valoarea, 
este de 5—6 95 (Danforth şi Lyon, 1964; Danforth şi colab., 1962; 
C.F. Cori, 1956), iar pentru mușchiul de şobolan, izolat sau in vivo, 
ea este în jur de 20% (Piras si Staneloni, 1969; Posner si colab., 
1965). Nu este exclus ca această valoare să fie și mai mică în muş- 
chiul de șobolan, de vreme ce însăşi manipularea necesară pentru 
izolarea muşchiului poate constitui un factor suficient pentru de- 
clanșarea conversiei Fb in Fa. În contracție proporţia de Pa creşte 
foarte mult, atingind valori de peste 90 % în mușchiul izolat de broas- 
cá (Danforth şi colab., 1962; Helmreich gi Cori, 1965) şi în jur de 
60—70% în mugchiul de şobolan și de şoarece (Danforth şi Lyon, 
1964; Helmreich gi Cori, 1965; Piras si Staneloni, 1969). Timpul 
necesar pentru atingerea unei jumătăţi din valoarea creşterii maxime 
a Fa, exprimat în secunde, este de 0,7 pentru mușchiul de broască, 
1,0 pentru cel de şoarece 8i 4—5 pentru cel de şobolan. 

. Faptul că conversia Fb în Pa începe odată cu contracția muscu- 
lară sugerează că evenimentele imediat premergătoare contractiei 
trebuie să asigure activarea kinazei Fb. În repaus această enzimă 
se găseşte în formă inactivă (E.G. Krebs și colab., 1964; Posner şi 
colab., 1965) iar in contractie—sub forma sa activă (Posner şi colab., 
1965). Se pune problema : care sînt factorii responsabili de activarea 
enzimei în perioada imediat premergătoare contractiei? Cum enzima 
poate fi activată prin două mecanisme, pot fi luaţi în considerare doi 
factori. Primul îl reprezintă eventuala modificare a concentraţiei 
3’,5’-AMP (ciclic), produs strict necesar pentru activarea kinazei. 
Dacă mecanismele care inițiază contracția ar duce la o creştere a con- 
centratiei acestui compus, atunci ele ar asigura simultan si activarea 
kinazei. Datele experimentale însă, obţinute pe mușchi de broască 
gi de şobolan, arată că contracția musculară nu se asociază cu o creştere 
a concentrației acestui compus (Posner gi colab., 1965) în condiţiile 
în care atît activitatea kinazei Fb, cât si cea a Fa cresc considerabil. 
Epinefrina induce în mușchiul în repaus o creştere a concentraţiei 
9',5'-AMP (ciclic) asociată cu creşterea activităţii kinazei Fb 
şi Fa (Posner si colab., 1965), Aceste date sugereză că mecanismul 
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de activare este functional în muşchi, dar probabil el nu este uti- 
- lizat în activarea de contracție a kinazei Fb. 

Celălalt factor pe seama căruia se poate pune activarea kina- 
zei Fb este modificarea concentrației Ca**, care se asociază cu 
ciclul contracție — relaxare. Acesta pare mai plauzibil, deoarece, 
după cum este cunoscut, în perioada imediat de dinaintea contractiei 
Ca** se eliberează în cantităţi mari din reticulul endoplasmatic. În 
acest caz trebuie presupus că in perioada de repaus concentraţia 
Ca** din imediata vecinătate a kinazei Fb este sub nivelul necesar 
activării enzimei, dar că odată cu eliberarea ionului concentraţia sa 
creşte şi activarea devine posibilă. O serie de date experimentale 
sugerează cu destulă convingere că mecanismul de activare a kinazei 
. Fb în contracția musculară este cel mediat de Ca** (Helmreich 
gi colab., 1965), 

Coexistenta celor două mecanisme de activare a kinazei Fb in 
mugchiul scheletic pune problema semnificației sale funcţionale. 
Glicogenoliza musculară indusă de epinefrinà nu se asociază în 
mod obligatoriu cu contracția musculară şi totuşi ea este fiziologică, 
Nu este exclus ca mecanismul dependent de 3',5'-AMP (ciclic) 
să deservească o glicogenoliză musculară menită să asigure nu sub- 
strat energetic pentru contracție, ci o producere crescută de căldură 
în interesul întregului organism. Controlul hormonal, exercitat 
prin intermediul epinefrinei, al adenilatciclazei şi deci al concentra- 
tiei de 3,5'-AMP (ciclic), este în acord cu această funcţie a sistemu- 
lui de activare a kinazei Fd. | 

Ce se întîmplă cu sistemul fosforilazie — odată moditieat in 
contracție — în perioada de revenire la starea de repaus a muschiu- 
lui? După o contracție tetanică, care nu duce la oboseala muschiului, 
proporţia de Fa revine la valoarea de reapus (Helmreich şi Cori, 
1965) sau chiar sub aceasta (Pirassi Staneloni, 1969). Timpul necesar 
pentru atingerea unei jumătăţi din valoarea scăderii muxime este 
de 12 s în muschiul de broască şi de 36 s în cel de şobolan; prin 
urmare, în ambele cazuri viteza de scădere în perioada de repaus 
de după contracție este mai mică decit cea de creştere în timpul con- 
tracției. Factorii care asigură conversia Fa în Pb sint inactivares 
kinazei Fb şi activarea fosfatazei Fa. Dacă mecanismul de activare 
a kinazei Fb este cel legat de Ca**, atunci modificările ciclice din 
contractie—relaxare ale Cat * vorinduce modificări ciclice ale formei 
active a kinazei Fb, deci ale proportiei de Fa şi Fb. Aceasta necesită 
ca fosfataza Fa să fie mereu activă în muşchi, dar contribuţia sa la 
modificarea proportiei de Fa să fie determinată de modificările 
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ciclice ale kinazei Fb. Există anumite date experimentale care suge- 
rează o astfel de stare (C.F. Cori, 1956 ; Danforth şi colab., 1962). Cu 
toate acestea anumite proprietăţi regulatorii ale fosfatazei Pa, mentio- 
nate anterior (în special existenţa a două forme ale sale), nu exclud 
unele modificări ale activităţii sale în funcţie de starea funcţională 


a mușchiului. 


Reglarea glicogenolizei hepatice 


De vreme ce glicogenoliza hepatică este menită să slujească 
nu țesutul sau organul în care are loc (ca în cazul mușchiului), ci 
întregul organism, intensitatea sa trebuie să fie controlată în con- 
formitate cu necesitățile acestuia. Informaţia de la nivelul întregului 
organism spre sistemul fosforilazei din ficat poate fi transmisă fie 
prin intermediul glicemiei, fie prin cel al unor hormoni. Pare plauzi- 
bil ca, atunci cînd concentrația glucozei in singe este normală sau 
crescută, organismul să nu solicite degradarea glicogenului hepatic. 
O atare reglare se realizează mai ales prin efectul activator al unor 
concentraţii crescute de glucoză asupra fosfatazei formei active 
a fosforilazei, ceea ce asigură scăderea proportiei acesteia gi, deci, 
scăderea, degradării glicogenului. În ceea ce privește reglarea hormo- 
nală a glicogenolizei, ea nu se înscrie în sfera preocupărilor noastre. 
Vom aminti doar, ca punct esenţial, că această reglare este mijlo- 
cită de efectul 3',5'-AMP (ciclic) asupra sistemului fosforilazic ; 
acest nucleotid ciclic este, la rîndul său, dependent de activitatea ade- 
nilatcielazei controlată si ea de hormoni, ca epinefrina $i glucagonul. 


Factorii care asigură unidirectionarea metabolismului glicogenului 


Metabolismul glicogenului, respectiv degradarea si sinteza sa, 
conţine în sine posibilitatea operării unui ciclu risipitor de energie, 
așa cum rezultă din figura 5. Aceasta nu ar permite finalizarea 
funcțională nici a degradării şi nici a sintezei sale. De aici decurge 
necesitatea existenţei unor mecanisme care să asigure unidirectio- 
narea metabolismului glicogenului. 

Examinînd datele din tabelul nr. 10 vom observa că în muşchiul 
scheletic și în ficat activitatea potenţială totală a fosforilazei © 
întrece cu mult pe cea a GS. 

În primul rind se pune problema de ce există această diferenţă 
atit de mare între capacitatea de degradare gi cea de sinteză a gli- 
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cogenului în unul şi același ţesut. Rostul acestei diferenţe trebuie 
căutat, probabil, în faptul că glicogenoliza, musculară sau hepatică, 
îşi poate îndeplini rolul funetional numai dacă răspunde prompt 
cerinţelor întregului organism (în cazul glicogenolizei hepatice) sau 
țesutului (în cazul glicogenolizei musculare). Cu alte cuvinte, glico- 
genoliza este un proces care deservește necesităţi cu caracter rapid, 


UDP GLICOGEN Pa 

E TI è 3 1 
Fig. 5. — Ciclul risipitor de energie de la P 
GF 


nivelul sintezei — degradării glicogenului. | 
G1P, glucozo-1-fosfat ; cifrele indică reac-  UDPG 
lile catalizate de enzimele implicate pp 
în ciclu.1, fosforilaza ; 2, UDPG-pirofos- 
forilaza ; 3, glicogensintetaza. 


UTP 
care reclamă un aparat enzimatice corespunzător; dimpotrivă, sin- 
“teza glicogenului nu comportă aceste caracteristici. În mușchiul 
scheletic, spre exemplu, refacerea rezervei de glicogen în perioada de 
după contracție se realizează într-un interval de aproximativ 30 de 


Tabelul nr. 10 


Valorile activităţii fosforilazei si glicogensintetazei în muschiul scheletic si ficat la şobolan si la şoarece 


- 


Fosforilaza 
Țesutul si specia (F) 


Glicogensintetaza 
(GS) F/GS 


u moli/min/g ţesut proaspăt 


Muschi scheletic (şobolan) -> 68 (a) >. 0,86 (a) 79 
2 » (şoarece) 78 (b) | 0,74 (c) 105 
Ficat (şobolan) 15 (d) 3,00 (d) 5 


Nold, Valorile sint luate din următoarele lucrări : (a), Piras şi Staneloni (1909) ; (b), Danforth şi Lyon (1964) ; 
40), Danforth (1965); (d), Leloir $i colab., (1959); Villar-Palasi si Larner (1000 a). 


ori mai mare (în 10 min) decît cel necesar pentru degradarea aceleiaşi 
cantităţi de glicogen în timpul unei contraetii tetanice, care durează 
doar 20 s (Piras si Staneloni, 1969). 

Valoarea. mare a raportului activitate fosforilazicá/activitate 
glicogensintetazică implică o diminuare marcantă a activităţii fos- 
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forilazei în condiţiile deplasării metabolismului glicogenului spre 
sinteza sa. Totodată ea sugerează că nivelul cantităţii de glicogen va, 
fi determinat nu atît de fluctuații în activitatea GS, cit de fluctuații 
în activitatea fosforilazei. Anumite date experimentale confirmă 
această stare de lucruri cel puţin în cazul ficatului (Maddaiah si 
Madsen, 1966). | " 


Reglarea geneticá a glicogenolizei 


Deşi puţin. studiată, reglarea genetică a glicogenolizei este 
sugerată de caracterul adaptativ al fostorilazei. În cazul fosforilazei 
ficatului nu există nici o îndoială că enzima îşi modifică cantitatea, 
respectiv scade în inanitie şi se restabilește la normal după adminis- 
trarea din nou a hranei (Maddaiah si Madsen, 1966; Niemeyer și 
colab., 1961; Tata, 1964). În ceea ce privește enzima musculară, 
lucrurile nu sînt clare. S-a comunicat că in inanitie ea scade (G. T. 
Cori, 1945a), cá nu se modifică (Leonard, 1957) şi, în sfirgit, că ea 
crește (Lundbalk si Goranson, 1959). Deoarece în inanitie cantitatea, 
de glicogen hepatic scade aproape la zero, ca urmare a utilizării sale 
exhaustive, iar glucoza de origine gluconeogenetică este doar par- 
tial depozitată sub forma glicogenului, înainte de a fi exportată de 
către ficat întregului organism, scăderea cantităţii de fosforilazá 
pare a fi un mecanism de adaptare a profilului enzimatice al ficatu- 
lui la condiţiile de inanitie. În cazul mușchiului, lucrurile stau altfel ; 
independent de valoarea aportului de glucoză de la exterior, muș- 
chiul trebuie să depună glicogen, deoarece altfel funcţia sa ar îi 
periclitată. În condiţii de inanitie el depune glicogenul pe seama 
glucozei sintetizate de novo în ficat şi cortexul renal. Așa stind lucru- 
rile, prezența, fosforilazei în muşchi este strict necesară independent 
de condiţiile în care se află organismul şi o eventuală scădere a sa în 
inanifie, cum par să arate anumite date (G. T. Cori, 19459), nu ar 
fi în acord cu menţinerea funcției mușchiului. | | 
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CAPITOLUL III 
REGLAREA CELULARĂ A GLICOLIZEI 


SEMNIFICAȚIA FUNCŢIONALĂ A GLICOLIZEI 


Degradarea glucozo-6-fosfatului în piruvat şi lactat şi mai 
departe la acetil-CoA îndeplinește în țesuturile organismului animal 
două funetii majore: una energetică si una biosintetică, ceea ce 
înscrie glicoliza in lista căilor metabolice cu caracter amfibolic. 
Funcţia energetică a glicolizei este asigurată de caracterul său exer- 
gonic şi se finalizează în resinteza, din ADP $i Pa, a ATP care este 
pus la dispoziţia proceselor consumatoare de energie din celulă. 

Problema care se pune în legătură cu funcţia, energetică a glico- 
lizei este, în ultimă instanţă, contribuţia relativă a acestei căi la 
producerea de energie în diferite ţesuturi. Și pentru cá glicoliza repre- 
zintă singura cale metabolică prin care glucoza este accesibilă tesutu- 
rilor ca sursă de energie, problema se reduce în cele din urmă la con- 
tributia relativă a glucozei la producerea de energie. Aceste aspecte 
vor fi tratate în altă parte a acestei lucrări (partea a Il-a, cap. II) 
din două motive: în primul rînd, pentru că majoritatea tesuturi- 
lor dispun de posibilitatea de a utiliza ca sursă primară de energie 
nu numai glucoza, dar în aceeaşi măsură $i acizii graşi (inclusiv 
corpii cetonici), iar interrelatiile dintre cele două substrate fae 
diticilă discutarea separată a utilizării unuia sau altuia dintre ele; 
în al doilea rînd, factorii care guvernează utilizarea preferentialá a 

unuia dintre celo douá substrate vor putea fi mai bine intelesi dupá 
ce vom parcurge o anumită parte a acestei lucrări (partea a II-a, 


cap. II). 
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Funcţia biosintetică a glicolizei constă în formarea unor pro- 
duși care reprezintă puncte de plecare pentru o serie de secvenţe 
biosintetice ; aceștia sint «-glicerofosfatul, piruvatul, oxaloacetatul, 
acetil-CoA ş.a. 

Este clar că cele două funcţii ale glicolizei — energetică si 
biosintetică — sînt inseparabile de vreme ce formarea piruvatului 
sau acetil-CoA presupune în mod obligatoriu resinteza ATP. 
Cu toate acestea, constatăm că în unele ţesuturi (mușchiul 
scheletic în contracție și țesutul nervos) funcţia preponderentă, 
a glicolizei este cea energetică, pe cîtă vreme în altele (te- 
sutul adipos al mamiferelor, ficatul păsărilor şi, într-o măsură, 
mai mică, cel al mamiferelor) funcţia preponderentă a glicolizei este 
cea biosinteticá. Cu alte cuvinte, in tesuturile respective glicoliza 
funcţionează nu atît ca o cale de obtinere a energiei, cit ca o cale care 
oferă țesutului posibilitatea de a converti glucoza în acizi graşi si 
lipide complexe. În aceste țesuturi acetil-CoA de provenienţă glu- 
cidică este îndreptată cu precădere spre biosinteza acizilor graşi iar 
contribuţia sa la generarea ATP prin intermediul ciclului Krebs este 
relativ redusă. Nu este exclus ca în general funcţia biosintetică a, 
glicolizei să fie secundară sau adițională din punct de vedere evolu- 
tiv, cu dezvoltare treptată, ajungind ca în unele țesuturi ea să devină, 
funcția majoră a acestei căi metabolice. Utilizarea, frecventă a glico- 
lizei în scopuri cu precădere biosintetice este un exemplu interesant 
de alterare în cursul evoluţiei a funcţiei primordiale a unei căi metabo- 
lice și de adaptare a ei la rolul functional al unor ţesuturi în organism. 

n acord cu cele două funcţii majore ale glicolizei şi în funcţie 
de manifestarea preferentialá a uneia sau alteia, dintre ele vom remarca 
existenţa unor particularităţi ale reglării glicolizei ca o cale cu 
rol energetic sau ca, o cale cu rol biosintetic. 


DISTRIBUTIA TISULARÁ ȘI INTRACELULARÁ A GLICOLIZEI 


; Glicoliza este una dintre căile metabolice a cărei distribuţie 
în țesuturile organismului animal este cu adevărat ubicvistă. Aceasta, 
se explică, probabil, prin faptul că în mod primar organismele hetero- 
trofe, in general, $i organismul animal, in special, sint dependente 
din punctul de vedere al sursei primare de energie de fotosinteză, 
al cárui produs major ce inmagazineazá energia este glucoza. Larg 
răspîndită în natură, ușor accesibilă organismului animal Şi ușor 
transportabilă în mediul intern al acestuia, glucoza a devenit; sursă 
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majoră de energie pentru aproape toate țesuturile. Această situaţie 
s-a modificat însă în cursul evoluţiei, astfel încît actualmente există 
ţesuturi care sint sau pot fi aproape complet independente de 
glicoliză, ca o cale de procurare a energiei. 

n prezent sîntem în posesia unei cantități de date experimentale 
care ne permit să cunoaştem destul de exact profilul metabolic al 
majorităţii ţesuturilor. O analiză a acestor date ne arată că, din punctul 
de vedere al dependenţei de glicoliză ca sursă de energie, țesuturile 
pot fi divizate în două grupejO primă grupă o constituie țesuturi- 
le strict dependente de glicoliză : mușchiul scheletic (alb) in con- 
tractie (dar nu și în repaus), țesutul nervos şi cel sanguin. Aceste 
trei ţesuturi nu pot substitui glicoliza cu vreo altă cale metabolică 
pentru a-şi obține energia necesară. ^ ——— ^ = 


- — 


Dintre consecinţele acestei pretenţii absolute față de plicoliză, 


în ultima instanță față de glucoză, sînt apariţia şi dezvoltarea in 
ficat si rinichi a aparatului enzimatic al gluconeogenezei, a cărei 

constă în asigurarea glucozei pentru cele trei 
aceasta nu parvin u de la exterior./O a doua grupă o 
reprezintă cea a ţesuturilor care nu sint strict dependente de glico- 
liza. Aceste ţesuturi au un aparat enzimatice care le permite să renunțe 
la glicoliză, într-o măsură mai mare sau mai mică, şi să-şi procure 
energia necesară pe seama oxidării acizilor grași și, cu excepţia fica- 
tului, a corpilor cetonici. Această grupă include ficatul, rinichiul, 
mușchiul cardiac, mușchiul scheletic în repaus şi altele (o precizare, 
mușchiul scheletic alb este şi el dotat cu un aparat enzimatice care 
asigură oxidarea acizilor graşi, dar acesta este utilizat ca instrument 
de obţinere a energiei numai în timpul repausului). Ficatul, muschiul 
cardiac si rinichiul pot să-şi acopere în condiţii extreme aproape 
întregul consum de energie pe seama oxidării acizilor graşi. Astfel, 
inima în condiţii fiziologice echilibrate își acoperă 50 % din QO, total 
al său pe seama glucozei şi lactatului şi 50% pe seama acizilor 
graşi si corpilor cetonici; in inanitie şi diabet, contribuţia aci- 
zilor graşi şi corpilor cetonici la QO, total se apropie de 100 % (tabelul 
nr. 42). Ficatul şi cortexul renal ocupă o poziţie aparte în aceasta 


a 


Şi gluconeogeneza sint două procese care se excl 
Deseori, în condiţii fiziologice, în cele două organe predomină 
néogeneza, ceea ce le obiigă-să ocurre energia necesară pe s 


n sfirgit, ficatul gi într-o măsură mai mică rinichiuT isi pot procura 
cea mai mare parte din cantitatea de energie pe care o consumá pe 


m. 


esuturi, atunci cînd 
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seama glucozei, atunci cînd aportul acesteia de la exterior întrece 
necesităţile de moment ale organismului. 

În figura 6 sînt reprezentate schematic particularităţile meta- 
bolice ale unor ţesuturi, pentru augura înțelegerea relaţiei dintre 
profilul lor metabolic şi dependenţa faţă de glucoză și fatá de acizii 
graşi ca surse de energie. 


FICAT CORTEX RENAL 
e 
4 
Acetil-CoA 


G6P ==> Pruvat 


| i 


Glucozá — Lactat 


GEP = Piruvat 
4 
Eid Lactat 


|. 
| 
IGticogen = G6P 

l ' 
Lactat = VEM 
—»|Ac.grasi—e Acetil-CoA 
— Corpi 1O : 


Y 
Glucozà 


Lactat === Piruvat 
Ac. grasi — Acetil. CoA 
i pei CO, 
CREIER . . ^ MUȘCHI SCHELETIC - INIMĂ 


Fig. 6. — Particularităţile diferitelor organe în raport cu metabolismul glucozei, 

acizilor grași și corpilor cetonici. Ságetile care străbat liniile pătratelor indică sensul schim- 

-bului de metaboliți dintre organe și singe ; săgețile întrerupte indică o cale posibilă, dar 
slab exprimată cantitativ. G6P, glucozo-6-fosfat (după Scrutton şi Utter, 1968), 


, .Bste util să subliniem, de asemenea, că intensitatea glicolizei 
în diferite ţesuturi este în acord cu gradul dependenţei lor de glicoliză, 
aşa cum rezultă și din tabelul nr. 11. m | | 

. |, Gradul dependenţei. de glicoliză a diferitelor ţesuturi stă în 
strinsă legătură cu gradul dependenţei lor de altă cale metabolică, 
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a energiei sint de aşa natură încît glicoliza și B-oxidarea acizilor 


k mene do Mu hNSHEM MIUN BHO: 1 p-o cizilor. S 
grâşi se exclud reciproc în acele ţesuturi in care acestea pot fi utili- pi 


B-oxidarea acizilor grași. Relafiile-dintre cele două căi de procurare " 
“gate ca sursă de energie in aceeași măsură, Factorii care guvernează 


Tabelul nr. 11 


Intensitatea glicolizei in diferite ţesuturi de şobolan (după Scrutton 
şi Utter, 1968) 


Intensitatea glicolizei * 


Țesutul . u.moli/g ţesut proaspăt/ 
oră la 37°C 
Ficat . 12 
Rinichi 10,2 
Inimă 5,4 
Muschi scheletic în repaus 1,8 
»» îi în contracție 102 


* Valorile se referă la cantitatea de glucoză care străbate calea glicolizei. 


relaţiile reciproce dintre cele două căi metabolice îi vom cunoaşte 
pe parcursul lucrării. 

În ceea ce priveşte localizarea intracelulará a enzimelor glicoli- 
zei, nu există nici o îndoiălă asupra faptului că, exceptind piruvat- / 
dehidrogenaza re este o enzimă mitocondrială, toate celelalte // 
sint enzime solubile, localizate în fractiunea cjtoplasmatieá «(sau 


solubilă) a omogenatului din diferite ţesuturi. O atare localizare a 


E d. 


2 


 PRINCIPALELE ETAPE ALE GLICOLIZEI ŞI REGLAREA LOR CELULARĂ 


fn acord cu elementele teoriei controlului metabolic, expuse 
sumar în introducerea lucrării, prima problemă $i de importanţă 
majoră ce se impune a fi rezolvată în vederea înțelegerii reglárii 


N 


a. 7B 
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glicolizei este identificarea enzimelor regulatorii, care catalizează 
acele etape ale secvenfei la nivelul cărora se exercită controlul asupra, 
întregii secvenţe. 

Pe baza valorilor capacităţii catalitice maxime (tabelul nr. 
12), precum şi pe baza criteriului deplasării reacției de la poziţia de 
echilibru dictat de legea acţiunii maselor (Lowry $i Passonneau, 1964 ; 


Rolleston si Newsholme, 1967) (fig. 7) s-a ajuns la concluzia că fluxul 


+1 ai 
g. 7. — Devierea reacţiilor glicolizei de 


& 


0 “la echilibrul dictat de legea acţiunii ma- 

selor. PGI, fosfoglucoizomeraza; PFK, 

a fosfofructokinaza ; ALD, aldolaza; TPI, 

- 5 triozofosfatizomeraza ; GA3PDH, gli- 
"ES “2 ceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza ; PGK, 
= -3 fosfogliceratkinaza ; PGM, fosfoglicerat- 
2 mutaza ; ENOL, enolazá; PK, piruvatki- 
M naza ; valoarea log (L'/Kech) a fost calcu- 

: lata pe bazacontinutului intermediarilor 


glicolizei din inima perfuzată de sobolan 
(după J. R. Williamson, 1965). Linia 
PFK TPI PGM PK marcată cu 0 arată poziţia de echilibr 
PGI ALO GA3PDH  ENOL, a reactiilor. , 
i PGK 


prin secvenţa glucozo-6-fosfat — piruvat este controlat la nivelul 
a trei reacţii, catalizate de fosfofructokinaza (PFK), gliceraldehid- 
-3-fosiatdehidrogenază (GA3PDH) şi piruvatkinazá (PK). Aceeaşi 
concluzie se desprinde şi din analiza proprietăţilor regulatorii ale 
celor trei enzime, pe care le vom discuta detaliat în cele ce urmează. 


PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE FOSFOFRUCTOKINAZEI (PFK) 


. Datoritá poziţiei cheie pe care o ocupă PFK în secvenţa gli- 
colizei, ea a constituit; obiectul a foarte numeroase cercetări experi- 
mentale. Aici ne vom referi numai la acele proprietăţi ale enzimei pe 
baza cărora s-a formulat modelul reglării activităţii sale şi care 
explică comportamentul său în diferite condiţii în ţesuturi. 

Inhibitori. PFK dintr-o varietate mare de surse este inhibată 
de cátre unul dintre substratele sale, respectiv de ATP (Lardy $! 
Parks, 1956; Lowry și Passonneau, 1964a; Mansour, 1963 si 1965; 
Passonneau gi Lowry, 1962 si 1964; Parmeggiani si colab., 1966; 
Underwood si Newsholme, 1967). În general, concentratiile la care 


CE Scanned with OKEN Scanner 


ETAPELE REGULATORII 67 


Tabelul nr. 12 
Valorile activităţii maxime a enzimelor glicolizei în diferite organe la șobolan (după Fellenberg și colab.,1962) 


s i Muşchi Muschi ‘ 

Enzima p pei scheletic "RD | Creier 
E IPEE POER, —— BBC. ERR" RAN 
umoli/g ţesut proaspát/min 

Fostorilaza 21,0 — 180,0 58,0 | — 
HK 27,1* 36,3 19,9 59,0 10,7 
HPI 16,0 20,0 31,0 18,0 13,0 
PFK 2,7 1,2 1,7 1,6 1,1 
ALD 5,2 7,0 41,0 16,0 7,1 
GASPDH 70,2 82,5 347,0 | 113,0 41,7 
PGLICK ` 30,0 43,0 122,0 52,0 26,0 
PGLICM | 52,0 56,0 242,0 950. - 35,0 
ENOL. e] 6,6 10,3 78,3 | 12,1 | 3,9 
PK 55,5 19,2 216,4 58,4 74,8 


E ep ficat, la valoarea activității HK trebuie adăugată si valoarea activității glucokinazei. În tabel sint trecute 
$i valorile activității fosforilazei si HK, care nu sint în sens strict enzime glicolitice, pentru a permite aprecierea. 
vitezei maxime cu care glucozo-6-fosfatul este furnizat glicolizei. Prescurtárile utilizate pentru enzime sint - 
HK, hexokinaza; HPI, hexozofosfatizomeraza; ALD, aldolaza; PGLICK, fosfogliceratkinaza; PGLICM, 
Tosfogliceratmutaza; ENOL, enolaza; PK, piruvatkinaza. 


ATP manifestă acest efect asupra PFK sint mai mici decît concen- 
tratiile sale în diferite ţesuturi, ceea ce înseamnă că, virtual, enzima 
este în permanenţă inhibată într-o anumită măsură de către acest 
compus. Efectul ATP constă în scăderea afinitátii enzimei pentru 
cel de-al doilea substrat, respectiv pentru îructozo-6-fosfat. Aceasta 
oferă o explicaţie faptului că la concentraţii crescute de fructozo-6- 
fosfat, efectul inhibitor al ATP este mult diminuat (Mansour, 1963. 
gi 1965 ; Underwood si Newsholme, 1967). În virtutea acestui fapt, 
fructozo- 6-fosfatul este un substrat si, simultan, un activator; 
ATP este un substrat si, simultan, un inhibitor al PFK. De retinut 
că ATP, ca inhibitor al PFK, se fixează pe enzimă în locusuri (site) 
diferite de cele în care el se fixează ca substrat. În consecinţă, este 
exclusă posibilitatea ca una si aceeași moleculă de ATP să acţioneze 
simultan ca substrat si inhibitor. 

Luatá izolat, interacțiunea dintre ATP şi fructozo-6-fosfat nu 
poate explica integral comportamentul PFK in ţesuturi. Spre exemplu, 
conținutul de ATP in inima de cobai este în jur de 7 —8 mM (Hochrein 
şi Dóring, 1958); PFK din același ţesut este inhibată în proporţie 
de 90% la o concentraţie de ATP de 2 mM (deci de 3,5—4 ori mai 
mică, decît cea din ţesut) şi în prezenţa unei concentraţii de fruetozo- 
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6-fosfat de 0,5 mM (deci de 4 ori mai mare decît cea din ţesut, care 
este de maximum 0,12 mM conform datelor lui Mansour, 1963). 
Judecată numai din acest punct de vedere, activitatea PFK ar 
trebui să fie aproape zero, ceea ce, desigur, nu este cazul. 

Un alt inhibitor al PFK este citratul (Garland şi colab., 1963 ; 
Garland si Randle, 1964a; Parmeggiani .și Bowman, 1963; Pogson 
si Randle, 1966; Passonneau gi Lowry, 1963; Denton $i Randle, 
1966 ; Underwood si Newsholme, 1967). Decalajul dintre concentratia 
de citrat la care acesta este eficace ca inhibitor al PFK și cea la care 
se găseşte in celulă variază de la țesut la ţesut. Astfel, în rinichi 
concentraţia citratului este în jur de 0,7 mM (Spencer și Lowenstein, 
1967), iar Ki pentru citrat a PFK din cortexul renal este de 0,5 mM 
(Underwood şi Newsholme, 1967); în țesutul adipos, concentraţia 
citratului este de 0,6 mM (Denton și colab., 1966) iar Ki pentru citrat 
a PFK din acest ţesut este de 3 mM (Denton gi Randle, 1966). Aceste 
diferenţe dintre ţesuturi pot sugera o pondere variată a citratului 
în reglarea PFK. În interpretarea acestor relații însă, trebuie să 
tinem seama de un lucru foarte important : PFK este o enzimă loca- 
lizată în citoplasmă, iar citratul este format în mitocondrii, a căror 
membrană pare a fi putin permeabilá pentru citrat (detalii cu pri- 
vire la această problemă sînt date în partea a II-a, cap. I). Este clar 
că citratul va inhiba PFK numai dacă va fi într-un fel oarecare 
transportat de către mitoconării în citoplasmă. În realitate lucrurile 
aşa se petrec, deşi nu se cunoaște cu exactitate modalitatea prin care 
citratul, generat în mitocondrii, ajunge în citoplasmă. În orice caz, 
factorii de natură să inducă o acumulare a citratului în mitocondrii 
(monofluoraeetatul, spre exemplu) duc la blocarea PFK. Studii 
cinetice ale inhibării PFK de către citrat (Kemp si Krebs, 1967; 
Wu, 1966) arată că efectul său este rezultatul unei secvenţe complexe 
de modificări: pe de o parte, citratul inhibă legarea fructozo-6- 
fosfatului de către enzimă, pe de aită parte, el creşte afinitatea enzimei 
pentru ATP ca inhibitor, ceea ce duce la scăderea afinitatii enzimei 
pentru fruetozo-6-fosfat. Prin urmare, citratul potenteazá efectul 
inhibitor al ATP asupra PFK. | 

Relația citrat —PFK explică comportamentul PFK si deci si 
modificările fluxului prin glicoliză într-o serie de condiţii experi- 
mentale, Astfel, creşterea, concentraţiei citratului în mușchiul cardiac 
de şobolan, indusă de perfuzia acestuia cu mediu conținînd mono- 
fluoracetat, se asociază cu creşterea drastică a conţinutului de fruc- 
toz0-6-fosfat si cu scăderea celui de fructozo-1,6-difosfat, ceéa ce 
este un indiciu neîndoielnic al inhibárii PRK (Bowman, 1964; J. h. 
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Williamson gi colab., 1964). O situaţie similară a fost descrisă de 
noi în țesutul epididimal adipos de şobolan: (Deaciuc și. Frecus, 
1971a). Adăugarea monofluoracetatului în mediul de incubație 
a țesutului adipos duce la o creştere de 5 ori a conţinutului de citrat, 
asociată cu o creștere masivă a conţinutului de glucozo-6-fosfat ; 
aceasta este o consecinţă a inhibării PFK. Atit în experienţele pe 
inimă cit si in cele pe ţesut adipos, inhibarea PFK de către citrat se 
asociază cu scăderea fluxului glicolitic, manifestată în micşorarea, 
consumului de glucoză. În aceleaşi condiţii are loc şi o inhibare a 
hexokinazei ca urmare a acumulării glucozo-6-fosfatului. Semnificaţia 
funcţională a relaţiei citrat—PFK va fi discutată pe larg la reglarea 
prin feed-back negativ a glicolizei. Aici subliniem doar că efectul 
inhibitor al citratului asupra PFK reprezintă un punct de importanţă 
deosebită în complexul de relaţii dintre glicoliză, ciclul Krebs si 
biosinteza acizilor grași. | | 
— ** În afară de ATP si citrat, lista inhibitorilor PFK mai cuprinde 
. creatin-fosfatul şi o serie de intermediari fosforilati ai glicolizei (fosfo- 
enolpiruvatul, 2- si 3-fosfogliceratul) (Krzanowski si Matchinsky, 
1969; Uyeda si Racker, 1965), precum si ionii de H* (Mansour, 
1963; Parmeggiani si colab., 1966; Trivedi şi Danforth, 1966). 
Efectul inhibitor al creatin-fosfatului alături de cel al ATP permite 
ajustarea activităţii PFK şi deci şi a glicolizei la necesitățile energe- 
tice ale celulei. Se poate preciza că o scădere a conținutului celor 
doi inhibitori în ţesuturi va duce la activarea PFK prin eliberarea 
sa de sub inhibitie; odată. activată, enzima va permite creşterea 
fluxului de glucozo-6-fosfat prin glicoliză şi, în consecință, creşterea 
vitezei de regenerare a ATP și creatin-fosfatului. În afará de acestea, 
intermediari ca, fosfoenolpiruvatul, 2- şi 3-fosfogliceratul, care sînt 
comuni glicolizei si gluconeogenezei, pot juca un rol important în 
asigurarea unidirectionárii metabolismului glucozei. Creşterea can- 
titátii de fosfoenolpiruvat și de 3-fosfoglicerat in ficat în timpul 
unei gluconeogeneze intense (Hornbrook, 1966; J. R. Williamson, 
1967) asigură, alături de alți factori, blocarea glicolizei prin inhibarea 
PFK, ceea ce este necesar în aceste condiţii. 
Efectul inhibitor al ionilor H* se manifestă prin scăderea 
afinitatii PFK pentru fructozo-6-fosfat la valori de pH slab acid, 
care pot fi intilnite, spre exemplu, in ficatul diabetie sau in muschiul 
scheletic în efort. Acest comportament al PFK fafa de pH explică 
în cea mai mare parte anumite aspecte ale reglării pH-dependente a 
glicolizei (Ui, 1966; Danforth, 1965a). 


—_ 
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În sfîrşit, menţionăm cá o serie de date experimentale arată 
că PFK este inhibatá de către acizii grași (Lea si Weber, 1968; 
Weber și colab., 1967), ceea ce ar putea să prezinte importanță într-o 
serie de stări (diabet, inanifie etc.) care se asociază cu creșterea 
concentrației de acizi graşi liberi în plasmă şi ţesuturi. Se pare însă 
că acest efect nu se datorește acţiunii directe a acizilor graşi asupra 
enzimei (ca în cazul altor enzime), ci deplasării pH-ului spre o zonă 
mai acidă (Simard-Duquesne, 1968). 

Activatori. Dintr-o varietate mare de surse, PFK este stimulată 
de Pa, 3',5'-AMP (ciclic), AMP şi, într-o măsură mai mică, de ADP 
la concentraţii fiziologice ale acestora (Kemp gi Krebs, 1967 ; Mansour, 
1963; Mansour si Mansour, 1962; Parmeggiani $i colab., 1966; 
Pogson gi Randle, 1966 ; Wu, 1965). Acești compuși nu sint stimu- 
latori in sensul strict al cuvîntului, ci, mai degrabă, dezinhibitori 
ai enzimei, de vreme ce ei activează numai enzima în prealabil inhibată 
de către ATP. Cu alte cuvinte, enzima este sensibilă sau receptibilă 
la aceşti produși numai în prezenţa unor concentraţii inhibitorii 
de ATP, ceea ce, în general, este cazul în ţesuturi. Lucrul acesta ne 
apare ca foarte important în lumina celor menţionate cu privire 
la efectul ATP asupra PFK. 

Sensibilitatea enzimei la 3',5'-AMP (ciclic) permite exercitarea 
unui control hormonal (iniţiat de epinefrină şi glucagon) asupra gli- 
colizei, iar sensibilitatea sa la ATP, ADP, AMP gi Pa îi dă posibilitatea, 
exercitării unui control sever al glicolizei de către starea energetică 
a celulei. Anticipăm că modificările activităţii PFK gi ale fluxului 
glicolitic într-o serie de condiţii pot fi destul de bine explicate 
prin modificarea concentrației acestor metaboliți. 

Între stimulatorii PFK se mai înscriu fruetozo-1,6-difosfatul, 
(Lowry, 1965; Mansour, 1965 si 19652; Passonneau $i Lowry, 
1962 si 1963) şi ionul NH£ (Lowry, 1965; Lowry si Passonneau, 
1906; Parmeggiani gi colab., 1966). Rolul fiziologic al stimulării 
PFK de către ionul NH; este deocamdată greu de precizat; în 
schimb, efectul stimulator al fructozo-1,6-difosfatului pare a fi 
important în reglarea relaţiilor dintre glicoliză si gluconeogeneza, 
de vreme ce acest metabolit este și un inhibitor al fructozo-1, 6-difos- 
fatazei (vezi partea I, cap. V). 

În tabelul nr. 13 se dă lista efectorilor pozitivi si negativi 
ai PFK, menţionaţi, 

O altă proprietate regulatorie a PFK o reprezintă posibilitatea 
existenței sale sub forma a cel putin două specii moleculare: une 
activă si alta inactivă (Mansour, 1965 şi 1965a ; Markovici si colab., 
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1966; Mansour si Ahlfors, 1968; Paetkau și Lardy, 1967 ; Ramaiah 
i Tejwani, 1970). Acestea se deosebesc între ele din punctul de vedere 
al afinităţii față de substrate, inhibitori şi activatori, precum si 
din punctul de vedere al greutăţii moleculare. Ca orice enzimă alos- 
terică, PFK este alcătuită din subunități care sub forma agrega- 
tului, deci asociate, alcătuiesc enzima activă, iar sub forma disociatá 
enzima inactivă. Interconversia celor două forme se asociază cu 


Tabelul nr. 13 
Inhibitori ; i activatori ai PFK 


Activatori Inhibitori 

ADP ATP 
AMP citratul 
3',5"-AMP(ciclic) H* 
Pa creatinfosfatul 
Fructozo-6-fosfatul fosfoenolpiruvatul 
Fructozo-1,6-difosfa- 3P-gliceratul 

tul 2P-gliceratul 
NH¢. acizii graşi 


modificări ale greutăților moleculare a enzimei (Mansour, 19652; 
Markovici şi colab., 1966) si este afectată de o serie dintre efectorii 
săi. Deoarece nu cunoaștem deocamdată precis factorii care guver- 
nează în vivo echilibrul dintre cele două forme ale PFK, este dificil 
să punem acest fenomen la baza comportamentului PFK observat 
în diferite împrejurări. În orice caz, un astfel de fenomen nu este o 
raritate printre enzimele regulatorii ale diferitelor căi metabolice ; 
PFK, însă, este cunoscută din acest punct de vedere într-o măsură 
mai mică în comparație cu alte enzime. Reţinem, prin urmare, cá 
PFK — asemenea altor enzime alosterice regulatorii — poate îi 
controlată pe două căi: prin modificarea proprietăţilor cinetice 
ale formei active gi prin deplasarea echilibrului existent între forma 
activă și cea inactivă spre una dintre ele. Spre deoebire de multe 
alte enzime regulatorii din căile metabolice discutate pînă aici, PFK 
este afectată de un număr neobișnuit; de mare de metaboliți care se 
formează sau sînt consumati într-o mulţime de căi metabolice. Lucrul 
acesta imprimă reglării PFK un caracter deosebit de complex, impu- 
nind modelarea matematică a comportamentului Fenzimei. Astfel 


Reha aaa 
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de modele (Garfinkel, 1965) permit să se prevadă, cu o aproximare 
destul de bună, comportamentul enzimei în funcţie de modificarea 
simultană şi în diferite direcţii a concentraţiei efectorilor săi. 


PROPRIETĂȚI REGULATORII ALE GLICERALDEHIDTRIFOSFATDEHIDROGENAZEI 
(GA3PDH) 


Fiind singura dehidrogenază din glicoliză, GA3PDH stabilește 
relaţiile dintre intensitatea glicolizei si potenţialul redox al sistemului 
NAD* — NADH-citoplasmatie, permitind astfel exercitarea de către 
acest factor a unui control asupra glicolizei: 

Una dintre cele mai importante proprietăţi regulatorii ale 
enzimei este cinetica legării NAD*, care urmează legile fenomeului 
de cooperativitate negativă (Conway si Koshland, 1968; Koshland 
şi colab., 1968). 

Admifind că suma concentratiilor NAD+ si NADH este o valoare 
relativ constantă în citoplasma unui tip de celule sau ţesut, ceea ce 
în general este confirmat, atunci orice creștere a concentraţiei NADH 
se asociază în mod necesar cu o scădere corespunzătoare a concentraţiei 
NAD*, deci cu o inhibare a GA3PDH. De aici decurge necesitatea ca, 
pentru o activitate optimă a glicolizei, NADH generat; în reacţia, 
catalizatá de GA3PDH. să fie înlăturat, respectiv oxidat pe o cale 
oarecare. Despre aceasta se va discuta pe larg mai departe. 

O altă proprietate regulatorie a GA3PDH este inhibarea sa 
de către unul dintre produsii reacției pe care o catalizează, 1,3-ditosfo- 
gliceratul (Velick si Furfine, 1963). Această relaţie pune activitatea 
enzimei în dependenţă de activitatea fosfogliceratkinazei si, în ultimă 
instanţă, în dependenţă de accesibilitatea ADP. 

În sfîrşit, necesitatea in Pa a reacției catalizate de GA3PDH, 
care de fapt nu este o proprietate regulatorie a enzimei, pune acti- 
vitatea sa sub controlul exercitat de Pa. 


PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE PIRUVATKINAZEI (PK) 


În prezent se cunose două tipuri de PK : unul hepatie (L) si 
altul muscular (M); acesta din urmă nu prezintă proprietăţi regula- 
torii de natură să îl înscrie printre enzimele regulatorii. În schimb, 
tipul L prezintă o -serie de proprietăţi care conferă enzimei un rol 
important în reglarea glicolizei mai ales în țesuturile capabile in 
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aceeaşi măsură de glicoliză si de gluconeogeneză, respectiv în ficat gi 
în cortexul renal. Două dintre proprietăţile sale regulatorii, inhi- 
barea de către ATP si stimularea de către fructozo-1,6-difosfat, 
vor fi discutate in detaliu, cu documentatia bibliografică, corespun- 
zătoare (partea I, cap. V). | 

PK de tip L din ficat si din cortexul renal este inhibată de 
către NADH la un Ki în jur de 0,8 mM (Weber şi colab., 1967) ; această, 
valoare este mai mare de circa două ori decit concentratia NADH 
în ficatul de şobolan normal (0,40 mM, conform datelor lui Lowry 
și colab., 1961), ceea ce nu exclude însă rolul NADH în reglarea, 
activității PK, de vreme ce concentraţia sa creşte în condiții de 
inanifie şi diabet ca urmare a deplasării spre o stare mai redusă a 
sistemului NAD* —NADH (Hohorst şi colab., 1961; H. A. Krebs, 
1967; Lardy, 1965; Wieland si Löffler, 1963; Soling şi colab., 
1966; vezi şi tabelul nr. 32). Inhibarea PK de către NADH este 
importantă în controlul relaţiilor dintre glicoliză și gluconeogenezá. 
O creştere a concentraţiei NADH (deci o scădere a valorii raportului 
NAD*/NADH) este o condiţie necesară pentru promovarea unei 
gluconeogeneze intense dar, simultan, asigură şi o inhibare a PK, 
astfel încît fosfoenolpiruvatul este îndreptat spre fruetozo-1,6-difosfat 
şi nu spre piruvat. EB 

În sfîrşit, PK de tip L este inhibată de acizii grași (Ki pentru 
octanoat este de 2,5 mM (Weber si colab., 1967)) ceea ce, de asemenea, 
prezintá importanță pentru unidirectionarea metabolismului glu- 
cozei în diferite condiţii. În plus, acest mecanism asigură, alături de: 
altele, reprimarea glicolizei de către concentraţii crescute de acizi 
grași care se întîlnesc în inanitie, diabet şi la administrarea unui regim 
alimentar bogat în lipide. m 

Datorită situaţiei strategice ocupate de fosfoenolpiruvat în 
glicoliză și gluconeogeneză, rolul regulator al PK trebuie privit de 
pe poziţia relaţiilor dintre cele două căi, ceea ce justifică tratarea. 
sa în altajparte a lucrării (partea I, cap. V). | , 


(^7 REGLAREA DE ANSAMBLU A GLICOLIZEI 


În acest subcapitol vom analiza, pe baza, proprietăţilor regu- 
latorii ale enzimelor glicolizei, mecanismele responsabile de inte- 
grarea functonala a glicolizei în metabolismul celular, respectiv adap- 
tarea intensității acestei căi metabolice la necesităţile de ansamblu 
ale celulei. 


Apr eres piara 
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REGLAREA GLICOLIZEI DE CÁTRE STAREA ENERGETICÁ A CELULEI 


De vreme ce una dintre funcţiile majore ale glicolizei este 
producerea de energie şi inmagazinarea acesteia sub forma legăturilor 
= P ale ATP, este de așteptat ca starea energetică a celulei, respectiv 
„sărăcia” sau ,bogáfia" celulei în ~ P să determine în ultimă in- 
:stantá intensitatea glicolizei. Înainte de a apela la datele experimentale 
care confirmă o atare presupunere, se impune clarificarea cîtorva 
noţiuni eu care vom opera aici şi în alte capitole ale lucrării. 

Vom exprima aici starea energetică a celulei prin așa-numita 
sarcină (sau încărcătură) energetică a sistemului adenilic, care repre- 
zintă numărul total de legături ~ P per mol de adenozină. Ea poate 
fi redată sub forma unui raport de concentraţii, ca în următoarea 
formulă (Atkinson, 1968) : 


(ATP) +0,5 (ADP) 
(ATP) + (ADP) + (AMP) 


j Valoarea acestui raport variază între 0 (numai AMP prezent, deci 
| 0/AMP) şi 1 (numai ATP prezent, deci 1/1). 
| Teoria controlului adenilic al căilor metabolice are ca element 
de de bază faptul că cele trei componente ale sistemului adenilic— AMF, 
.,4 ADP şi ATP — sînt efectori pozitivi sau negativi ai enzimelor cheie 
fl din aproape toate căile metabolice. În general, AMP si ADP stimulează 
iar ATP inhibă activitatea enzimelor cheie din căile exergonice; 
enzimele cheie din căile endergonice se comportă invers față de cei 
trei componenți. Reprezentind grafic răspunsul activităţii unei 
enzime sau unei căi metabolice la variațiile valorii sarcinii energetice, 
obţinem pentru cele două tipuri de căi metabolice (exergonice si 
endergonice) curbele din figura 8 (Atkinson, 1968). 
Un astfel de comportament al enzimelor fatá de valoarea sar- 
` einii energetice oferă celulei posibilitatea de a controla intensitatea 
de lucru a căilor metabolice în funcţie de necesitátiile energetice 
de moment ale sale şi, în plus, dea stabili cea mai optimă corelație 


dintre căile metabolice exergonice şi endergonice. 
roblema care ne interesează acum dacă studiile experi- 


mentale confirmă un astfel de comportament al glicolizei în diferite 


împrejurări. Vom anticipa că relaţia dintre glicoliză i valoarea 
nergetice nu urmează cu rigurozităte matematică comportă- 


M e » 
mentul tipului ideal din grafic. Lucrurile stau astfel, pentru cá sis- 


9o mae y 


d 
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temul adenilic nu este singur responsabil de reglarea activităţii unei 
enzime (dealtfel, am văzut la PFK că în afară de AMP, ADP si 
ATP mai existá incá o multime de metaboliti care afecteazá activitatea 
sa; același lucru va fi observat şi în cazul altor enzime din căile 
metabolice tratate în această lucrare). 


100-- 


Fig. 8. — Dependenţa activi- $8 
tátii cáilor metabolice exergo- i Q 
nice (A) si endergonice (Bj de ga 
valoarea sarcinii energetice a Zu 
sistemului adenilic (după At- 9 


kinson, 1968). 
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În tabelul nr. 14 sînt date cîteva valori refritoare la relația 
dintre sarcina energetică $i intensitatea glicolizei în diferite ţesuturi 
şi în diferite condiţii experimentale. Se observă că scăderea valorii 

inii etice este asociată cu cresterea de diferite grade a intern- 
&itátii glicolizei. Lista datelor experimentale care confirmă Oo atare 
relaţie între cei doi parametri este mare. Deseori nu s-a determinat 
cantitatea din ţesuturi a tuturor componenților sistemului adenilic, 
ceea ce nu permite calcularea valorii sarcinii energetice. Dar, dacă 
relaţia dintre cei trei compuşi — AMP, ADP si ATP — este de aşa 
manieră încît orice scădere a conţinutului de ATP se asociază cu o 


atunci modificări de sens contrar ale cantității de ATP şi ale vitezei 
glicolizei pot fi interpretate din punctul de vedere al reglării glico- 
lizei de către starea energetică a celulei. Astfel de relaţii au fost descrise 
în experienţe pe secţiuni de ficat; de şobolan, hepatoame Novicoff 
şi adenocarcinoame (Wu, 1964), pe cortex renal (Underwood si 
Newsholme, 19672: Wu, 1965a), pe muşchi cardiac (Michal si 
colab., 1959 ; Regen $i colab., 19642), omogenate hepatice de porum- 
bel (Gevers și Krebs, 1966) etc. Este firesc să considerăm aceste 


m» 


* 
5 
j 


nui —Ó 
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Tabelul nr. 14 


Corelaţia dintre modificarea sarcinii energetice si modificarea intensității glicolizei 


Intensitatea | 
Salo glicolizei** 
t a- 
Organul şi specia ipio e -— rea pro- Autorii 
SE* | Qglu- | ducere 
coză de 
| lactat | 
"m I 
Cortex cerebral sectiuni incubate : | 
de cobai aerob 
| control 0,829 — — Rolleston si 
CNK - 0,629 4 14 Newsholme, 1967 
| glutamat 0,803 | 1,2 2,5 
Cortex renal de secţiuni incubate 
sobolan aerob 
control 0,801 — — Underwood si 
0,411 4 120 Newsholme, 1967 


CNK 


Muschi sartorius de | în repaus (con- 


broascá (izolat) trol) 0,843 — — 
stimulat electric 
(12 $/m)*** 0,781 — 22 Helmreich și colab., 
stimulat electric 1965 
(36 ș/m) 0,682 — 60 
Tesut adipos de incubat cu glucozá 
şobolan și insulină | | (a) Denton şi 
colab., 1966 
control 0,724 — — 
l (a) 
epinefrină 0,684 | 1,2 | 1,2(b) (b) Flatt si Ball, 
| 1964 
Celule ascitice incubate aerob 0,850 = — .| Wu si Racker, 
tumorale: incubate anaerob 0,755 | 1,7 2 | 1959 


-. * BE, sarcina energetici; valorile sarcinii energetice au fost calculate pe baza datelor asupra conținutului 
AMP, ADP și ATP, comunicate in lucrările autorilor citat! în tabel. 
** Valorile din cele două coloane arată de cite or! a crescut intensitatea glicolizei (respectiv a consumului 
de glucoză ei producerea de lactat) fată de nivelul notat ,,control'*. 
s.e ¢/m, şocuri electrice pe minut. 
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modificări ale glicolizei o consecinţă a schimbărilor induse, pe de o 
parte, de AMP, ADP și ATP în activitatea PFK și PK (in cazul 


ultimei numai ATP este un efector), iar pe de altă parte de Pa a cărui 


concentratie este un parametru important în reglarea ‘activita til 
PFK. Concentrația Pa este astfel corelată cu sistemu adenilic, 


încît intüreste controlul exercitat de acesta asupra, glicolizei. O cres- 
tere a concentrației Pa este o consecinţă, între altele, şi a scăderii 


concentrației ATP; ambele condiții favorizează activitatea PFK 
ÎN NIN i 


şi deci fluxul prin glicoliză, B 


-> Controlul adenilie al glicolizei se exercită nu numai la nivelul 
PFK şi PK, ci şi la nivelul cuplului GA3PDH — fosfogliceratkinazá ; 
este de aşteptat ca o creștere a concentratiei de ATP, deci o scădere 
a celei de ADP, să ducă la acumularea de 1,3-diofostoglicerat, 
care este un inhibitor al GA3PDH şi, în același timp, produsul reac- 
tiei catalizate de această enzimă. O creştere a concentraţiei de ADP 
va duce, dimpotrivă, la o activare a GA3PDH prin înlăturarea 
rapidă a 1,3-difosfogliceratului. Prin urmare, controlul adenilic 
al glicolizei se manifestă Ja nivelul a trei reacţii catalizate de PFK, 
GASPDH şi PK ; tinta principală a acestui control rămîne însă PFK. 

Există anumite date experimentale care pun la îndoială, cel 
putin în ficatul integru, rolul stării energetice a celulei în controlul 
glicolizei. -De vreme ce glicoliza si gluconeogeneza sînt două căi meta- 
bolice de sens contrar, ele se exclud reciproc. În virtutea proprietă- 
tilor regulatorii ale PFK, pe de o parte, şi ale fructozo-1,6-difosfa- 
tazei (partea I, cap. V), pe de altă parte, se poate aştepta ca o scădere 
a valorii sarcinii energetice să ducă la intensificarea glicolizei si, 
implicit, la scăderea gluconeogenezei, şi invers. Cu alte cuvinte, 
un tablou metabolic care să se caracterizeze simultan prin : a) o valoa- 
re scăzută a sarcinii energetice, b) o gluconeogeneză intensă si c) 
o glicoliză redusă n-ar trebui să existe. Cu toate acestea în ficatul 
de şobolan, perfuzia cu oleat (J. R. Williamson şi colab., 1966), 
lactat (Ross şi colab., 1967a) si glucagon (J. R. Williamson, 1966) 
induce o scădere drastică a cantităţii de ATP gi o creştere corespun- 
zătoare a celei de AMP $i de ADP, fără ca simultan să provoace o 
intensificare a glicolizei ; dimpotrivă, se observă o scădere a acesteia 
şi o creștere marcantă a gluconeogenezei. Într-o primă instanţă, 
aceste date pun la îndoială eficacitatea controlului adenilic al glico- 
lizei. Desigur nu este exclus ca 'în anumite împrejurări controlul 
adenilie al glicolizei să: devină mai putin important sau mai putin 
eficace decît; controlul exercitat; de către alti factori, de vreme ce 


udi. 


———— 
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| el este menit să deservească numai ajustarea la necesităţile celulei a 
i funcției energetice, dar nu si a celei biosintetice, a glicolizei. Vom 
| vedea mai departe că o creştere peste anumite limite a concentraţiei 
i: eitratului sau acizilor graşi, ambii considerați ca produși finali ai 
| glicolizei, pot duce la inhibarea glicolizei în ciuda scăderii valorii 
| sarcinii energetice. 


Li 


REGLAREA GLICOLIZEI DE CĂTRE PRODUSUL FINAL 


Fiind nu numai o cale de procurare a energii, ci si una de for- 
mare a unor compuși utilizaţi de către celulă pentru o serie de bio- 
sinteze, glicoliza este controlată de către produsul final prin meca- 
nisme de feed-back negativ, ceea ce permite ajustarea intensității 
sale la necesităţile biosintetice ale celulei. — 


Între produșii finali ai glicolizei, al căror rol este deosebit de 


important în reglarea sa, vom lua în considerare citratul și acizii 
„graşi, Dacă definim glicoliza ca secvenţa de reacţii care duce de la 
. glucozo-6-fosfat la acetil-CoA, asa cum de fapt este înţeleasă aici, 
"atunci nici citratul şi, cu atit mai mult, nici acizii graşi nu consti- 
„ tuie produşi finali ai glicolizei în sensul strict al noţiunii. Cu toate 
„acestea poziţia glicolizei în tabloul metabolic celular ne îndreptățește 
să considerăm cei doi compuși ca produşi finali ai săi. În primul caz 
— al citratului — avem de-a face cu un produs final pentru cá pre- 
cursorii săi, acetil-CoA si oxaloacetatul, provin din carbonul glucozei 
ca produși ai metabolizării piruvatului. Din punct de vedere canti- 
tativ, glicoliza este, cel putin pentru oxaloacetat, calea majoră de 
furnizare a carbonului. În al doilea caz — al acizilor graşi — avem. 
de-a face cu un produs final, pentru că glicoliza este primul moment 
sau prima etapă în secvența metabolică responsabilă de conversia 
glucozei în acizi graşi, iar aceștia sînt produsul final al întregei sec- 
vente. Cu alte cuvinte, considerind secvența glucoză — acetil-CoA 
—citrat > acetil-CoA — malonil-CoA — acizii graşi, atunci acizii 
-~ graşi sint produşi finali ai secventei, al cărui moment initial si obliga- 
~~ toriu este glicoliza, ~ 


Rolul citratului în reglarea glicolizei 


„Caracterul amfibolic al glicolizei impune existenţa unor me- 
canisme de reglare a sa, capabile să satisfacă simultan două cerinţe 
ale celulei : de a-și procura energia gi de a-și procura intermediarii 
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necesari unor biosinteze. Dacă glicoliza ar fi reglată exclusiv de către. 
starea energetică a celulei s-ar ajunge la o situație incompatibilă, 
cu existenţa acesteia. Din figura 8 reiese că la valori mari, apropiate 
de 1, ale sarcinii energetice, activitatea căii (fig. 8, A) încetează. 
sau, în orice caz, este foarte redusă. În aceste condiţii producerea. 


100 


Fig. 9. — Efectul concentratiilor 
scăzute (S), normale (N) si cres- 
cute (C) de citrat asupra relaţiei 50 
dintre activitatea fosfofructoki- 
nazei (PFK) și valoarea sarcinii 
energetice a sistemului adenilic 
(după Shen și colab., 1968). 
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SARCINA ENERGETICĂ 


unor intermediari utilizaţi în sinteze încetează sau este foarte limitată... 
Cu alte cuvinte, s-ar ajunge la starea paradoxală cînd un potenţial 
energetic crescut limitează activitatea, căilor de biosinteză. In acest. 
caz nu mai există un echilibru între producerea și utilizarea energiei 
în celulă; în termenii reglării căilor metabolice aceasta înseamnă. 
că celula controlează unilateral numai producerea, dar nu şi utilizarea 
energiei. O astfel de stare nu este posibilă datorită interacțiunii dintre 
controlul exercitat de către starea energetică și cel exercitat de către- 
produsul final, în cazul nostru citratul. La baza acestei interacțiuni 
stă relaţia dintre efectul citratului si cel al ATP asupra PFK. Întru- 
cit citratul inhibă activitatea PFK. prin potentarea efectului inhi- 
bitor al ATP asupra enzimei, sensibilitatea enzimei faţă de ATP, 
în ultimă instanță fata de sarcina energetică, este dependentă de 
concentraţia citratului. Creşterea concentraţiei acestuia va sensibiliza. 
PFK față de controlul exercitat de către sarcina energetică sau, altfel 
spus, va mări vadul dependenţei PFK de sarcina energetică ; scă-_ 
derea col Tai và avea un efect opus. Un astfel de 
omportament al enzimei a fost demonstrat experimental (Shen 
si colab., 1968) si el este reprezentat schematic in figura 9. 

În cazul în care concentraţia citratului scade sub limitele nor- 
male pentru țesutul dat, ceea ce este un semnal al insuficienfel: 


p  (0N 
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sale ca produs de pornire in 


GLICOLIZA 


biosinteze, glicoliza và continua să lucreze 
cu o intensitat crescută, în ciuda unor va or. tmn colui ceto 
ice, pentr ocură citratul. In acest moment pentru celulă este 


“mai importantă funcţia b 


iosintetică a glicolizei, dar simultan ea 


utilizează glicoliza şi ca o cale de procurare a energiei. Pe măsură 
ce concentratia citratului crește, că urmare să zicem a furnizării sale 
pe altă cale decît cea a glicolizei, controlul glicolizei de către starea, 
energetică devine dominant, astfel că în cazul extrem el este singurul 


care se exercită. În această 


situaţie însă, glicoliza nu mai are menirea 


de a produce şi citrat, deoarece acesta este prezent în sistem (această, 


stare n intilnita i ditii normale în celulă; ea poate fi însă 
indusă experimental prin adăugarea citratului într-un sistem adecvat). 


Se cer acum rezolvat 


e două probleme. În primul rînd trebuie 


demonstrat că citratul este un produs de plecare într-o biosinteză ; 
într-adevăr, el este principalul furnizor de acetil-CoA de origine 
—  glucidieá pentru biosinteza dé novo a acizilor gra 


i, in partea a Il-a, ca 


operează într-adevăr. 


şi în citoplasmă 
p. 1). Astfel, datorită poziţiei sale în ciclul 


etali, 

Krebs, citratul poate fi considerat ca produs de pornire şi în alte 
sinteze, cum este cea a glutamatului, a aminolevulinatului $. a. În 
al doilea rînd se cere demonstrat că in vivo un astfel de mecanism 


în forma în care acest mecanism a fost descris el poate avea, în 


aparenţă, un sens numai dacă citratul intervine într-o dublă calitate : 
produs final al glicolizei și punct de plecare pentru biosinteze, în spe- 
cial a acizilor grași. Aceasta este însă numai o aparență, deoarece 
în ţesuturi, ca mușchiul scheletic, mușchiul cardiac si cortexul renal, 
în care citratul nu este punct de pornire pentru biosinteza de novo 
a acizilor graşi (din simplu motiv că această biosinteză este slab 


reprezentată în țesuturile 


(N cu necesitate un produs 


respective), glicoliza este reglată totuşi 
‘de către concentraţia citratului. În plenitudinea sa acest mecanism 
operează in ficat și în țesutul adipos, în care conversia glucozei în 


(1 acizi graşi este o cale importantă şi în care, prin urmare, citratul este 


de pornire într-o secvenţă biosintetică. 


Experimental, reglarea glicolizei de către citrat se poate uşor 


demonstra. Este de aşteptat ca acumularea citratului într-un sistem 
oarecare (omogenate, secţiuni de ţesuturi sau organe perfuzate) 
să se asocieze cu inhibarea glicolizei, chiar pe tondul unei valori scă- 
gute a sarcinii energetice. Unul dintre factorii frecvent utilizați 
pentru à induce acumu'area citratului este monofluoracetatul. Acesta 
se activează în ţesuturi la monofluoracetil-CoA şi, după condensarea 


cu oxaloacetatul, formează 


monofluorcitratul care, la rîndui său, este 


—1 
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un inhibitor de înaltă specificitate al aconitazei; blocarea acestei 
enzime duce la acumularea citratului (R. A. Peters, 1957). În inima 
de şobolan perfuzată cu monofluoracetat (Bowman, 1964; J. R. Wil- 
liamson $i colab., 1964; J. R. Williamson, 1967) sau în țesutul 
adipos incubat cu monofluoracetat (Deaciuc și Frecus, 19712), 
cantitatea de ATP scade (deci valoarea sarcinii energetice scade) 
simultan cu diminuarea glicolizei pe fondul unei concentraţii intra- 
celulare crescute de citrat. Deşi în aceste experienţe s-a utilizat 
monofluoracetatul, care, în organismul animal, nu este un metabolit, 
ele sînt totuși în măsură să sugereze că o stare similară trebuie să apară, 
în organism în vivo, dacă concentraţia citratului ar creşte, Problema 
care se pune este dacă în vivo există stări care să se caracterizeze 
rin creşterea citratului si dacă aceasta creştere poate explica scáde- 


rea intensității glicolizei. — 
n cazul ficatului lucrurile nu sint cu totul clare. În inanitie 


$i diabet, cind viteza glicolizei este drastic redusá in acest organ, 
conținutul de citrat ar trebui să fie crescut. O serie de autori (Dixit şi 
colab., 1967; Parmeggiani si Bowman, 1963 ; Spencer si Lowenstein, 
1967; Tubbs şi Garland, 1964; Wieland, 1968; J. R. Williamson 
şi colab., 1966) au remarcat într-adevăr o creștere a cantităţii de 
citrat; alţii, însă, au obţinut o scădere a sa (Angielski si Szutowiez, 
1967; Frohman si colab., 1951; Frohman si Orten, 1955 ; E. Herrera 
$i Freinkel, 1968 ; Lynen şi colab., 1963; Start şi Newsholme, 1968) 
(tabelul nr. 34). Caracterul evident contradictoriu al acestor date 
permite o concluzie clară cu privire la rolul ci li în reglarea 
epatice, cel puţin în asemenea stări ca diabetul sau inanitia. 

n mușchiul cardiac (Bowman, 1966; Garland şi colab., 1963; 
Parmeggiani si Bowman, 1963), mușchiul scheletie (Newsholme 
$i colab., 1962) şi tesutul adipos (Denton si colab., 1966) cantitatea 
_citratului este crescută i ifii de inanitie si diabet. Se ştie însă 
că în aceleaşi condiţii intensitatea glicolizei este mult scăzută in aceste 
țesuturi ca urmare a blocării sale la nivelul PFK. Acest tablou nu se 
asociază cu alterări ale concentraţiei de AMP, ADP, ATP şi Pa de 
natură să explice scăderea glicolizei în asemenea condiţii. Observăm 
că, de fapt, în acest caz avem de-a face cu un fenomen a cărui destă- 
şurare este descrisă de curba C din figura 9. Întrucât in aceste condiţii 
 glicoliza are o intensitāte redusă, contribuția sa la regenerarea ATP, 
deci la furnizarea de energie, în ţesut; scade, obligindu-l să-şi comple- 
teze necesarul de energie pe seama intensificării altor căi; este vorba 
“în special despre B-oxidarea acizilor graşi. Vom menţiona, in sfirgit, 
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că inhibarea glicolizei de către citrat este unul dintre mecanismele 
prin care B-oxidarea acizilor grași își asigură supremaţia, ca sursă 
de energie, asupra glicolizei. 

-Creşterea concentraţiei citratului în mușchii scheletie şi cardiac 
la animale inanitiate şi diabetice este o consecinţă a creşterii furnizării 
de acizi graşi către aceste organe. Este necesar să precizăm însă că 
inhibarea PFK de către citrat în aceste condiții nu reprezintă singurul 
factor responsabil de diminuarea glicolizei. 


Rolul acizilor graşi în reglarea glicolizei 


Inhibarea glicolizei de către acizii grași la concentraţii crescute 
ale acestora reprezintă, fără îndoială, un mecanism de feed-back 
negativ în reglarea acestei cái. Se pot distinge cel puţin două meca- 
nisme care stau la baza acestei inhibări. Unul direct, care constă în 
efectul inhibitor al acizilor graşi asupra a două dintre enzimele glico- 
lizei : PFK și PK. Inhibarea acestor două enzime de către acizii graşi, 
alături de efectul inhibitor al acizilor graşi asupra enzimelor respon- 
sabile de fosforilarea glucozei (partea I, cap. I), constituie unul 
dintre factorii esentiali care stau la baza reprimării glicolizei de către 
acizii graşi în acele condiţii, în care concentraţia lor crește peste ni- 
velul normal. Celălalt mecanism — indirect — constă în faptul că 
intensificarea metabolizării acizilor graşi, ca urmare a creşterii furni- 
zării lor către ţesuturi, are o serie de consecințe, între care două sint 
de natură să ducă, printr-o serie de verigi intermediare, la blocarea 
glicolizei. Una este deplasarea sistemului NAD*— NADH cito- 
plasmatice spre o stare mult mai redusă, ceea ce, practic, înseamnă 
o creştere a valorii raportului NADH/NAD*. În consecinţă, reacţiile 
eatalizate de GA3PDH şi de PK vor fi inhibate. Cealaltă este mărirea 
concentraţiei de citrat ca urmare a formării crescute de acetil-CoA 
în f-oxidare. La rîndul său, aceasta duce la inhibarea PFK prin 
mecanismul discutat anterior. 

Mecanismul prin care creşterea oxidării acizilor graşi şi corpilor 
cetonici duce la acumularea citratului nu este pe deplin clarificat. 
Creşterea concentraţiei citratului în inanitie şi diabet poate îi rezul- 

. tatul, pe de o parte, al intensificării formării sale şi, pe de alta parte, 
al scăderii utilizării sale în ciclul Krebs. În ceea ce priveşte al doilea 
factor, datele par să arate că activitatea ciclului Krebs nu este al- 
teratá in stări ca inanitia gi diabetul (Chaikoff, 1952; Elwood şi Van 
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Bruggen, 1960; Marcó si Van Bruggen, 1964; Mayes şi Felts, 
1967; Regen şi Terrel, 1968; Sauer 1961; Wieland si Neufeldt, 
1961). Totuşi primul pare mai plauzibil, deoarece cantitatea de acetil- 
CoA furnizată citratsintazei creşte. Paralel seade degradarea piru- 
vatului la acetil-CoA, ceea ce favorizează carboxilarea sa la oxalo- 
acetat, deci creşte şi cantitatea de oxaloacetat accesibilă citrat- 
sintazei. 

Inhibarea glicolizei de către acizii graşi prin mecanismele 
descrise mai înainte, asociată cu inhibarea căii pentozofosforice şi cu 
stimularea gluconeogenezei de către acizii grași constituie evenimen- 
tele esenţiale ale tabloului metabolic în organismul inanifiat, diabetie 
sau menţinut la un regim alimentar bogat în lipide. 


REGLAREA GLICOLIZEI DE CĂTRE POTENŢIALUL REDOX AL SISTEMULUI 
NAD+ — NADH CITOPLASMATIC 


Proprietăţile regulatorii ale GA3PDH reclamă necesitatea 
reoxidării NADH ca un factor esenţial pentru desfăşurarea glicolizei. 
Deoarece membrana mitocondrială este impermeabilă pentru piri- 
dinnucleotide (Lehninger, 1951; Kaufman gi Kaplan, 1960; Purvis 


si Lowenstein, 1961), în celulă se disting cel putin două pool-uri de 


-NAD+ şi NADH: unul corespunde compartimentului mitocondrial 
şi altul celui citoplasmatic. Pentru reglarea glicolizei este important 
în primul rînd pool-ul din citoplasmă, deoarece în acest comparti- 
ment este localizată GA3PDH. 

Într-un sistem oarecare glicoliza se poate desfăşura cu viteze 
crescute pînă cînd concentraţia NADH accesibil GA3PDH atinge 
un nivel critic, la care enzima este inhibată (presupunem că toţi 
ceilalți factori responsabili de viteza fluxului prin cale se menţin 
la un nivel care nu limitează activitatea căii). Dacă NADH nu este 
înlăturat (adică oxidat) din sistem, glicoliza este oprită. Aceasta n-ar 
corespunde însă rolului functional al glicolizei, de vreme ce functia 
sa constă nu atit în procurarea NADH pentru celulă, eit a ATP si 
a unor intermediari folosiţi în biosinteze. Așadar, pentru a putea să 
utilizeze glicoliza în acord eu funcţia sa, celula este obligată să intro- 
ducă în acţiune mecanisme care, prin reoxidarea NADH citoplas- 
matic, să reîmprospăteze continuu rezerva de NAD* necesară 
GA3PDH. 


În prezent se cunosce cîteva căi pentru reoxidarea NADH . 


glicolitie, pe care le vom analiza in cele ce urmează. 
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a) Una dintre ele este mijlocită de cuplul dihidroxiaceton- 
fosfat — a-glicerotosfat si funcționează sub forma unui ciclu („ciclul 
lui Bücher"). Existenţa sa a fost clar demonstrată de o serie de date 
experimentale (Estabrook şi Sacktor, 1958 ; Klingenberg si Bücher, 
1960; Sacktor si Estabrook, 1958; Sacktor, 1961). 

b) O altă cale de reoxidare a NADH glicolitic este mijlocită 
de cuplul oxaloacetat — malat gi se asociază cu rolul citratului de 
transportor al grupărilor acetil din mitocondrii în citoplasmă (pentru 
detalii vezi partea a Il-a, cap. I). 
| c) O a treia cale în care H de pe NADH glicolitie este transferat 
in mitocondrii si canalizat spre lanţul transportor de electroni este 
mijlocitá de cuplul acetoacetat—-hidroxibutirat (Devlin şi Bedell, 
1960; H. A. Krebs $i colab., 1961). 

În cele trei cái menţionate, reoxidarea NADH glicolitic se fina- 
lizează in mitocondrii, asociindu-se cu fosforilarea oxidativá a ADP 
în lanţul transportor de electroni. Există o a doua grupă de mecanis- 
me care nu implică transferul H din citoplasmă în mitocondrii. 
Acestea sînt : | 

d) Transhidrogenarea de pe NADH pe NADP* cu formare 
de NAD+ și NADPH, ultimul fiind reoxidat în sistemul de biosin- 
teză reductivá a acizilor grași. Deoarece această cale are un rol 
deosebit de important în furnizarea echivalentilor redueátori necesari 
biosintezei acizilor graşi, ea va fi discutată detaliat in partea a II-a 
(cap. I). 

e) În sfîrşit, o cale deosebit de importantă este cea a reducerii 
piruvatului în reacţia lactatdehidrogenazică. Lactatul format în 
parte se acumulează, în parte părăseşte celula, fiind transportat pe 
calea singelui în ficat si în cortextul renal, unde este utilizat pentru 
resinteza glucozei. 

Toate căile descrise pînă aici sint reprezentate schematie în 
figura 10. | or 

Coexistenta acestor căi pune problema contribuţiei lor rela- 
tive la reoxidarea NADH glicolitic. Cu alte cuvinte, sint aceste căi 
simultan utilizate de către celulă? Dacă nu, există vreo preferință 
pentru utilizarea uneia sau a alteia? Comporta ele un caracter spe- 
cific în funcţie de țesutul căruia ne adresăm? Eu 

Lao analiză mai atentă, diversificarea căilor de refacere a NAD” 
în citoplasmă nise prezintă ca o adaptare metabolică subtilă, menită 
să stabilească o corelaţie optimă între rolul funcţional major al glico- 
lizei, în momentul dat si țesutul dat, pe de o parte, şi profilul meta- 
bolic al țesutului respectiv, pe de altă parte. Este clar cá, de vreme 
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ce în mușchiul scheletic biosinteza acizi:or grași și, in general, biosin- 
tezele reductive sînt slab r. prezentate din punct de vedere cantitativ, 
calea IV din schemă (fig. 10) nu va fi utilizată; este putin probabilă 
şi utilizarea căii IIT de vreme ce activitatea f-hidroxibutiratdehidro- 
genazei în mușchiul scheletic este, în comparație cu alte ţesuturi, 
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Fig. 10. — Căile de reoxidare a NADH glicolitic. DAP, dihidroxiacetonfosfat : 

a-GP, o-glicerofosfat; FPox si FPr, flavoproteiná oxidată, respectiv redusă; 

B-(OH)B, B-hidroxibutirat; AcAc, acetoacetat; OXAC., oxaloacetat; PIR., pi- 
, ruvat; LACT., lactat (detalii in text). 


extrem de redusă (Lehninger gi colab., 1960), încît o eventuală par- 
ticipare a sa la reoxidarea NADH ar fi din punct de vedere cantitativ 
neglijabilă. În schimb, calea reducerii piruvatului este foarte eficace 
în mușchiul seheletie, lucru binecunoscut, şi ea corespunde întru- 
totul necesităţii de intervenţie urgentă în reoxidarea NADH (în muş- 
chiul scheletie, problema reoxidării NADH in timpul contractiei 
se pune cu o acuitate deosebită, de vreme ce, in perioade foarte 
scurte, fluxul prin glicoliză poate să crească de peste cîteva sute de 
ori). Pe lingă această cale însă, in muschiul scheletic mai funcţionează 
și ciclul malat —oxaloacetat gi «-glicerofosfat — dihidroxiacetonfosfat. 
Lucrul acesta a fost clar demonstrat de către datele care arată că, 
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în timpul contractiei musculare intermediarii redusi ai acestor perechi 
se acumulează, iar după încetatea contractiei — în perioada de reve- 
nire — cantitatea lor se restabilește la nivelul normal (Sacktor şi 
colab., 1965). O specializare extremă a căii a-glicerofosfat-dihidroxi- 
acetonfosfat se întilneşte în mușchiul alar de insectă, în care acti- 
vitatea lactatdehidrogenazei este foarte redusă, şi, prin urmare, meca- 
nismul V din schemă are o contribuţie relativ redusă la reoxidarea 
NADH glicolitie (Sacktor, 1961). 

În ţesuturi in care glicoliza joacă un rol cu precădere biosin- 
tetic, cum sint țesutul adipos şi ficatul, calea cea mai eficace de re- 
oxidare a NADH glicolitic este transhidrogenarea pe NADP*. 

În general vorbind, o înlăturare din sistem a NADH se reali- 

.geazá — de la ţesut la ţesut — pe acea cale care corespunde in cel 
mai înalt grad intereselor sale din situația data. 

Din cele spuse pînă aici rezultă că factorii care acționează în 
sensul deplasării sistemului NAD* — NADH citoplasmatic spre o 
stare mai redusă sau care blochează în vreun fel oarecare una dintre 
căile de reoxidare a NADH glicolitic trebuie să ducă la diminuarea 
fluxului prin glicolizá. i 

S-a arătat că cel putin în ficat inanitia şi diabetul aloxanie 
induc o creştere marcantă a valorii raportului NADH/N AD (Hohorst 
şi eolab., 1961 si 1964; H. A. Krebs, 1967; Sóling si colab., 1966; 
Thielmann si colab., 1960 ; Wieland gi Lóffler, 1963). Un efect similar 
se înregistrează și în ficatul animalelor mentinute la un regim alimen- 
tar bogat în lipide (Hohorst gi colab., 1964 ; Wieland și Löffler, 1962). 
În toate aceste condiţii, intensitatea glicolizei este mult redusă. Deşi 


| | creşterea valorii raportului NADH./NAD în diabet si in inanitie nu 
este singurul factor responsabil de reprimare a glicolizei ea are 
. totuşi un rol important în alterarea fluxului prin glicoliză în aceste 


"condiţii, fiind unul dintre factorii responsabili de deplasarea reacției 
catalizate de GA3PDH spre formarea gliceraldehidtrifosfatului din 
1,3-difosfoglicerat, o reacţie importantă in gluconeogeneză. 
~~~ În general se pare-cá-mecanismele de reoxidare a NADH glicoli- 
tic funcționează astfel, încît în citoplasma celulelor diferitelor țesuturi, 
in-conditii fiziologice, variațiile raportului NADH/NAD* nu sînt 
atit de mari ca să creeze restricţii serioase pentru activitatea GA3PDH 
şi, prin urmare, pentru glicoliză în general. Din acest punct de vedere, 
starea redox a sistemului NADH.—NAD* are o importanţă secundară 
pentru reglarea de ansamblu a glicolizei. DON 

În concluzie, factorii majori responsabili de reglarea glicolizet 
prin mecanisme care se limitează la modificarea proprietăţilor cata- 
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litice ale enzimelor regulatorii sint starea energetică a celulei si canti- 
tatea produsului final. Un atare control este în deplin acord cu cele 
două funcții ale glicolizei. ~ 

Cunoaşterea factorilor de importanță majoră în reglarea glico- 
lizei, prezentaţi pînă aici, ne oferă posibilitatea de a înțelege două 
aspecte particulare ale reglării acestei căi metabolice: este vorba 
despre efectul Pasteur şi despre reglarea glicolizei în timpul contrae- . 
tiei musculare. © ^ — fd 

cts agi aH, s ^ 


m ae 


EFECTUL [PASTEUR 


Pentru explicarea efectului Pasteur au fost propuse, pe rind, 
o serie de ipoteze. Cu excepţia ipotezei care pune la baza acestui 
efect acţiunea oxigenului asupra grupărilor +SH din centrul activ 
al GA3PDH, toate celelalte acceptă ca element de bază dinamica con- 
centratiei componenților sistemului adenilie, precum $i a Pa. La 
aceasta s-a adăugat, odată cu descoperirea relației dintre citrat si 
PFK, efectul inhibitor al citratului asupra activităţii acestei enzime. 
Cunoscînd acum proprietăţile regulatorii ale PFK, precum si parti- 
eularitátile glicolizei ca o cale metabolică, pe de o parte, şi cele ale 
lanţului transportor de electroni, pe de altă parte, efectul Pasteur 
ni se prezintă ca un aspect particular al controlului acestor căi meta- 
bolice de către starea energetică a celulei. Elementele sistemului 
adenilie — AMP, ADP şi ATP —, precum şi Pa sînt implicate în 
efectul Pasteur într-o dublă calitate : ca efectori ai PFK şi ca reac- 
tanti în cele două căi metabolice. sai 

Efectul Pasteur este clasic definit ca fiind inhibarea (dar nu 
suprimarea) glicolizei de către aerobioză. Decurge de aici că în con- 
4itii de anaerobiozá intensitatea, glicolizei trebuie să crească. Lucrul 
acesta este bine cunoscut. Care sînt însă factorii responsabili de 
această creştere sau „eliberare” de sub inhibitie a glicolizei? In 
„tranziţia de la starea de aerobioză la cea de anaerobioză, potenţialul 
energetic al celulei se modified, aga încît se creează condiţiile optime 
pentru activarea PFK şi, deci, a glicolizei în general. Asttel, concen- 
tratia de ATP scade pe cînd cea de ADP, dar mai ales cea de AMP, 
creşte. Lucrul acesta a fost demonstrat pe o serie de ţesuturi, între 
care mușchiul cardiac (Michal şi colab., 1959; Newsholme şi Randle, 
1964; Regen şi colab., 19642; J. R. Williamson, 1965 a), mușchiul 
neted din veziea urinară (Handler şi colab., 1968), cortexul renal (Wu, 
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1964), ficatul (Chance şi eolab., 1965), creierul (Goldberg și colab., 


1966) şi altele. Modificarea concentraţiei fruetozo-1,6-difosfatului — 
în sensul creşterii sale — afost de asemenea observată in unele din 
lucrările citate; acesta este un factor în plus care contribuie la acti- 
varea PFK, deoarece fructozo-1, 6-difosfatul este un activator al 
enzimei. La toate acestea, se adaugă scăderea concentraţiei intra- 
celulare a citratului în anaerobiozá (Goldberg si colab., 1966 ; Salas 


şi colab., 1965), ceea ce duce la eliberarea PFK de sub un anumit 


— .grad de inhibiţie. Revenirea la starea de aerobioză se caracterizează, 


prin modificări de sens invers ale parametrilor menţionaţi, astfel că 
glicoliza va intra din nou sub un anumit grad de inhibare. Pe deasupra, 
în condiţii de aerobiozá mai există un factor care contribuie la inhibarea, 
parţială a glicolizei; este vorba despre concurenţa dintre glicoliză și 
lanțul transportor de electroni pentru ADP şi Pa. Aceasta este 
„câştigată de ultimul, astfel încît glicuiiza are un acces limitat la cei 
doi compuși, care sint strict necesari pentru reacţiile catalizate de 
GA3PDH şi fosfogliceratkinazá. Rezultă deci că de fapt nu numai 
circumstanţele impuse de prezenţa oxigenului, dar orice alt factor 
capabil de a induce o stare care să imite anaerobioza, din punctul de 
vedere al concentraţiei efectorilor PFK, este în măsură să ducă la 
suprimarea efectului Pasteur (tabelul nr. 14). De aceea noţiunea de 
efect Pasteur nu trebni lată în mod necesar cu tranziția de: 
"aerobiozá Ta anaerobiozá sau invers. — | 
(eu cu s E 


GLICOLIZA ŞI CONTRACTIA MUSCULARĂ 


Mecanismele de reglare a glicolizei descrise pind aici sint in 
general valabile si pentru glicoliza musculara Cu toute acestea, ele 
| nu se pot aplica cu Tigurozitute Ia reglures glicolizet în timpul contrac- 
fiei musculare. Această problemă prezintă cîteva aspecte deosebit 
de interesante care vor fi tratate în cele ce urmează. 

Metabolismul mușchiului scheletic (alb) în contracție este deo- 
sebit de metabolismul său în repaus. Dacă în repaus cantitatea cea 
mai mare de energie este obţinută pe seama oxidării acizilor graşi şi 
corpilor cetonici, în contracție sursa majoră de energie este glicoliza. 

„Odată eu trecerea de la repaus la contracție avem de-a face cu o veri- 
tabilă reprofilare a metabolismului în muşchi. Aceasta reclamă o 
intervenţie eficace şi extrem de rapidă a unor mecanisme de reglare 
menite să asigure adaptarea activităţii unor enzime glicolitice la 


CE Scanned with OKEN Scanner 


REGLAREA DE ANSAMBLU 89 


nevoile mușchiului. Caracterul extrem de rapid al intervenţiei acestor 


mecanisme_ne este sugerat de creşterea enormă (de obicei de peste 
_citeva sute de ori) (C. F. Cori, 1956 ; Danforth si Lyon, 
‘ti cului_glicolitic în contracție. 
Prima problemă care se pune este identificarea enzimei limitante 
pentru întreaga secvenţă. Cum sursa majoră de glucozo-6-fosfat 
în timpul contractiei este glicogenul, rolul de enzimă limitantá este 
disputat într-o primă instanţă de cel putin două enzime : fosforilaza 
şi PFK. Este clar că pentru a permite o creştere de cîteva sute de ori 
a vitezei glicolizei în contracție este necesară o activare sincronă a 
ambelor enzime. Sincronizarea activării celor două enzime nu este 
totuși perfectă. Astfel, în experienţe pe sartorius izolat de broască, 
stimulat electric, s-a arătat că la o contracție cu o frecvenţă de 18/min, 
căreia, îi corespunde o creștere de aproximativ 30 de ori a vitezei gli- 
colizei, concentraţia glucozo-6-fosfatului în mușchi nu se modifică, 
ceea, ce indică o activare simultană si proporţională a celor două en- 
zime (Karpatkin și colab., 1964) ; la frecvențe mai mari de stimulare, 
concentraţia acestui produs crește progresiv. Același lucru a fost 
observat şi în experiențe pe alte preparate musculare (Ozand si Nara- 
hara, 1964; Pedersen si Sacks, 1965 si 1965 a). Aceasta arată că, la, 
viteze relativ scăzute ale fluxului prin glicoliză, etapa limitantă este 
fosforoliza glicogenului, dar pe măsură ce creşte viteza fluxului 
etapa limitantá devine reacţia catalizati de PFK. Altfel spus, la 
viteze mici ale fluxului prin glicoliză, activarea PFK poate să ţină 
pasul cu activarea fosforilazei, la viteze mai mari ráminind în urma 
acesteia. În sfîrşit, în contracția tetanică se observă o acumulare 
treptată a fructozo-1,6-difosfatului (Ozand şi Narahara, . 1964), 
ceea, ce sugerează că una dintre etapele ulterioare reacției catalizate 
de PFK, mai probabil cea catalizatá de GA3PDH începe să devină 
limitantă. 
„Care sînt factorii responsabili de activarea PFK odată cu tre- 
.. cerea de la star repaus là cea de contractie? Analizind modifi- 
cările în concentraţia efectorilor PFK, asociate cu contracția, obser- 
vate în experienţe pe diferite preparate de muşchi (Helmreieh si Cori, 
1965; Helmreich si colab., 1965; Karpatkin şi eolab., 1964; Ozand 
si Narahara, 1964; Pedersen gi Sacks, 1965), vom observa că starea. 
energetică, a celulei, respectiv dinamica concentraţiei AMP, ADP şi 
ATP, ar putea fi răspunzătoare de o activare a PFK, dar numai la 
frecvenţe mari ale contractiei, deoarece numai în aceste condiții 
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scade concentraţia de ATP si creşte cea de AMP gi de ADP. În același 
fel se comportă şi Pa. Totuşi, în unele experienţe făcute pe mușchi 
scheletie tetanizat de şobolan (Mommaerts, 1955; Piras gi Stane- 
loni, 1969) concentraţia intracelulară a AMP, ADP $i ATP nu se 
modifică, astfel încît să poată fi răspunzătoare de activarea PFK. 
Singură, creşterea concentraţiei de Pa și scăderea celei de creatin- 
fosfat, observată în aceste experienţe, nu este, se pare, suficientă 
pentru a explica activarea PFK. În sfîrșit, creșterea concentrației 
de fructozo-6-fosfat si fructozo-1,6-difosfat (Ozand și Narahara, 
1964; Pedersen şi Sacks, 1965), ambii activatori ai PFK, ar putea 
avea un rol în stimularea enzimei, dar şi in acest caz numai după un 
anumit răstimp de la începutul contractiei. Cum se poate totuși 
explica activarea PFK odată cu declanșarea contractiei? Lucrul 
acesta este deocamdată neclar. Una dintre ipoteze (Karpatkin 
şi colab., 1964) încearcă să explice activarea PFK prin mecanisme 
întrucâtva asemănătoare celor responsabile de activarea kinazei Fb, 
adică evenimentele imediat premergătoare contractiei ar duce la o 
alterare a stării enzimei de aşa manieră, încît aceasta să poată reac- 
1iona uşor cu substratul. O astfel de alterare ar putea consta în con- 
versia unei forme inactive într-una activă sau în modificarea locali- 
zării sale. După terminarea contractiei, enzima revine la starea ante- 
rioară. Avem de-a face de fapt cu un mecanism de ,,on-off’’. Un astfel 
de mod de activare nu exclude, desigur, ajustarea suplimentară a 
activităţii PFK la nevoile țesutului, mijlocită de acțiunea efectorilor 
menţionaţi ai enzimei. Dacă aşa stau lucrurile, atunci activarea PFK 
în mușchi are un caracter cu totul deosebit, ceea ce permite adaptarea 
excelentă a sa la funcţia țesutului muscular. 


Datele menţionate sugerează că de fapt în timpul contractiei 
musculare, rolul de enzimă Iimitantá a glicolizei nu este deținut in 


mod constant de una si aceeaşi enzimă ; etapa hmitanta a glicolizei 
secventel 


putul către sfîrşitul acesteia, trecînd pe rind de 

_PFK și apoi, probabil, la GA3PDH. Dacă asa stau lucrurile, atunci 
un astfel de joc al etapei limitante este menit să asigure o dozare a 
intensității glicolizei în funcţie de frecvenţa sau intensitatea contrac- 
tiei, iar un astfel de mecanism permite glicolizei ca odată declanșată 
să nu se desfăşoare cu o intensitate excesivă în raport cu solicitările 
la care este supus mușchiul. O astfel de dinamică a etapei limitante 
pare necesară, deoarece în muşchi introducerea în acţiune a glicolizei 
se desfăşoară de fapt după legea „totul sau nimic”. 


a 
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REGLAREA GENETICÁ A GLICOLIZEI 


Toate mecanismele de reglare a glicolizei, descrise pina acum, 
au o caracteristică comună : nu implică modificări ale concentraţiei 
enzimelor a căror activitate este ţinta acțiunii factorilor regulatori. 
Modificările induse de către aceşti factori in proprietăţile cinetice 
ale enzimelor sînt în general foarte rapide, astfel că ele asigură adap- 
tarea imediată (acută) şi de scurtă durată a intensității glicolizei la 
interesele de moment ale celulei sau țesutului. 


Ca şi în cazul multor altor căi metabolice, adaptarea de durată | 


— de ore sau zile — a glicolizei la necesităţile celulei este asigurată 
de mecanisme care implică modificarea cantității enzimelor regula- 
torii ; aceste mecanisme sint controlate de aparatul genetic celular. 

Reglarea genetică a căilor metabolice, la organismele plurice- 
lulare, în general, ridică o serie de probleme care deocamdată sînt 
departe de a fi clarificate. Unele dintre ele, care se aplică deopotrivă 
şi glicolizei, vor fi discutate la reglarea genetică, a altor căi metabolice 
(partea I, cap. V). Aici vom remarea doar că o serie de cercetări 


din ultimul timp au condus la concluzia cá reglarea genetică a glico- 

lizei este restrinsá ificarea cantităţii a două enzime regulatori : 
U PFK si PK. Enzimele din secvenţa glico izei care sînt deopotrivă 
“implicate si in gluconeogeneza, aşa-numitele enzime bifunctionale, 
nu sint in general controlate pe cale genetică. Deocamdată, studiile 
—xeferitoare la controlul genetic al PFK şi PK sînt limitate la ficatul 
mamiferelor si ele arată că în diabet si in inanitie avem de-a tace 
cu o represie à sintezei lor (H. A. Krebs şi Eggleston, 1965; Weber 
şi Singhal, 1965; Weber şi colab., 1965 şi 1966). S-au descris de 
asemenea pentru PK hepatică (Takeda şi colab., 1967 ; D.A. Vaughan 
şi colab., 1960; Vernon și Walker, 1968), dar şi pentru cea musculară 


(D. A. Vaughan și colab., 1960) o serie_de modificări adaptative în ( 
unctie de natura regimului alimentar. In s irşit, o serie de moditicari ` 


f 
ale activităţii PFK gi PK in timpul dezvoltării ontogenetice (Weber 


si colab., 1966) reprezintă o etapă importantă în reglarea genetică a 
glicolizei în ansamblu. Faptul că la baza acestor modificări stau 
fenomene de inducţie — represie a sintezei enzimelor este dovedit 
de datele care arată că o serie de inhibitori ai sintezei proteinelor, 
cum sînt etionina, aetinomieina $.a., alterează răspunsul adaptativ 
al enzimelor respective, 

Comportamentul sincron al PFK $i PK, precum si cel al altor 
enzime implicate în catabolismul glucozei (glucokinaza, glucozo-6- 
fosfatdehidrogenaza ș.a.) într-o serie de stări normale şi patologice 


Puii 
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au condus la formularea ipotezei conform căreia reglarea genetică 


a activităţii acestor enzime și deci a căilor metabolice respective 


este concentrată într-o unitate jgenomică funcţională! (Weber si 


'eolab., 1965 și 1965b). Orice modificare produsă în starea unei 


astfel de unităţi genomice de către factori bánuiti a fi inductori sau 
derepresori (spre exemplu hormoni ca insulina și glucocorticoizii) 


—trébuie să se reflecte deopotrivă asupra tuturor enzimelor a căror 


reglare genetică își are sediul într-o astfel de unitate genomică. Întrucât 
nu acesta este cazul (Takeda şi colab., 1967 ; vezi de asemenea regla- 
rea, genetică a sintezei glicogenului), ipoteza unităţii genomice fune- 
fionale nu poate explica într-un mod satisfăcător comportamentul 


— - 


sincron al enzimelor glicolizei în diferite stări ale organismului. 
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CAPITOLUL IV 
REGLAREA CELULARĂ A CĂII PENTOZOFOSFORICE 


SEMNIFICAȚIA FUNCȚIONALĂ A CĂII PENTOZOFOSFORICE 


Pe baza unui vast material experimental, acumulat în ultimele 
două decenii, se pot atribui cu certitudine căii pentozofosfosforice 


două funcţii majore :4sinteza pentozelor fosforilate, necesare biosin- 


tezei acizilor nucleici, siyregenerarea formei reduse a NADP, princi- 
palul purtător de echivalenți reducátori, destinati proceselor de bio- 
sinteze reductive. O a treia funcţie, mai putin certă, dar sugerată, 
totuși de anumite date experimentale recente, ar fi aceea,le transfer 


al carbonului din molecula glucozei in cea a acizilor graşi. 

Analizind cu atenţie soarta echivalentilor reducátori de pe 
NADH. și NADPH. in celulă, vom observa că în vreme ce cei de pe 
NADH sînt preferenţial utilizaţi pentru furnizarea electronilor 
către lanţul respirator, şi deci pentru eliberarea de energie în fosfo- 
rilarea oxidativă, cei de pe NADPH sint invariabili utilizaţi pentru 
biosinteze reductive, reprezentate in principal de biosinteza de novo 
a acizilor graşi, colesterolului si hormonilor steroizi. Examinind lista 
reacţiilor în care se regenereazá NADPH, vom observa că ea include, 


în afară de maladdehidrogenazá, izocitratdehidrogenază si glutamat-, 


hidrogenază (toate NADP-dependente), şi cele două dehidrogenaze 
ale căii pentozofosforice : glucozo-6-fosfatdehidrogenaza (G6PDH) 
$i 6-fosfogluconatdehidrogenaza (6PGDH). Contribuţia acestora la 
regenerarea NADPH este, după cum se vede din tabelul nr. 15, destul 
de importantă în ţesuturi, ca cel hepatic si adipos, în care au loc 
intense biosinteze reductive. 


- 4 
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Tabelul nr. 15 


Contribufia relativă a dehidrogenazelor căii pentozofosforice la regenerarea” NADPH 
in țesutul adipos și ficatul de sobolan* 


Tesut adipos | Ficat 
Enzima 
umoli/min/mg N la 37°C 

G6PDH | 0,382 3,98 
6PGDH 0,219 0,60 
MDH (NADP-dep.)** 0,352 2,59 
ICDH (NADP-dep.)*** 0,401 | 4,36 
Total NADPH : 1,354 11,53 
% pe seama căii pen- 

tozofosforice 44,3 39,7 


* Valorile pentru tesutul adipos sint luate din lucrarea lui Leveille gi Hanson 
(1966); cele pentru ficat sint luate din lucrarea lui Baldwin si colab. (1966). 
** MDH (NADP-dep.) = malatdehidrogenaza NADP-dependentă. 
*** ICDH (NADP-dep.) = izocitratdehidrogenaza NADP-dependentă, 


Valoarea contribuţiei căii pentozofosforice la regenerarea NADPH 
trebuie să fie în realitate mai mare decit cea calculată în tabel, deoa- 
rece ICDH (NADP-dependentă) catalizează o reacţie al cărui echilibru 
este deplasat, în condiţii fiziologice, spre oxidarea NADPH. și nu spre 
reducerea NADP+ ; prin urmare, ea poate îi neglijată din punctul 
de vedere al formării NADPH. Rolul acestei enzime în formarea: 
NADPH este discutat pe larg în altă parte a acestei lucrări (partea 
a II-a, cap. I). 

Rolul căii pentozofosforice în furnizarea de echivalenți reducători 
pentru biosinteza acizilor graşi, care este una dintre cele mai impor- 
tante biosinteze reductive în celulă, este discutat pe larg de asemenea 
în partea a II-a (cap. I). 

Cea de-a treia funcţie menţionată, respectiv de mijlocire a 
transferului carbonului din molecula glucozei în molecula acizilor 
grași, nu este lipsită de importanţă de vreme ce din totalul cantităţii 
de carbon glucidic convertit în carbon al acizilor graşi aproximativ 
50% străbate calea pentozofosforicà în glanda mamară in lactatie 
(Abraham și Chaikoff, 1959) şi în tesutul Bpididimat-adipos (Katz, 
şi colab., 1966). Cel puţin in aceste Tosturi, CATE 36 cal&cterizeazi 
printr-o capacitate mare de conversie a glucozei în acizi grași, calea. 
pentozotosforică ne Sa M n eu bands in transferul car- 
bonului şi H-ului din molecula glucozei în cea a acizilor graşi, 


— 
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stabilind astfel o strîinsă legătură între catabolismul glucozei si 
anabolismul lipidelor. Referitor là această funcție, vom mai men- 
Sona ck în anumite condiţii calea pentozofosforică poate substitui | 
partial segmentul căii Embden-Meyerhof, cuprins între fructozo-6-.. "i 4 
fosfat si triozofosfati, asigurind astfel degradarea glucozei la triozo-| `` 
fosfati în condiţiile in care calea Embden-Meyerhof nu poate realiza | 
această funcţie pe măsura necesităţilor celulei. 


DISTRIBUŢIA TISULARĂ ȘI INTRACELULARĂ A CĂII PENTOZOFOSFORICE 


Datorită numărului mare de reacţii si intermediari care apar 
în calea pentozofosforicá, precum şi datorită interferenţei ei cu gli- 
coliza (Dickens și colab., 1962) cunoașterea contribuţiei acestei 

“căi là degradarea glucozei în diferite ţesuturi este încă destul de 
deficitară. Se consideră, în general, că prezenţa celor două dehidro- 
penaze în diferite ţesuturi reflectă existenţa căii sau cel putin a seg- 

- mentului oxidativ al acesteia, dar nu oferă posibilitatea de a aprecia 
contribuţia sa cantitativă la degradarea glucozei. Din tabelul nr. 16 


Tabelul nr. 16 


Valorile activităţii GGPDH şi 6PGDH în diferite țesuturi la şobolan (după Glock 
și MacLean, 1954) 


G6PDH 6PGDH 


Tesutul 
unitati/g tesut la 20°C 


Glandă mamará in 


lactatie 5 452 883 
Glandá suprarenalá 163 185 
Ficat (adult) 104 130 
Rinichi 69 56 
Creier 32 11 
Muschi cardiac 26 18 
Mușchi scheletic 8 8 


se observă că această cale metabolică este destul de răspîndită in 
țesuturile organismului animal şi că, în general, există o relaţie 
evidentă între intensitatea proceselor de biosinteze reductive si 
activitatea acestor două enzime. NE <n l 
Cunostintele actuale asupra contribuției căii pentozofosforice 
la degradarea glucozei în diferite țesuturi se bazează exclusiv pe 
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datele obținute în experiențe făcute cu glucoză specific marcată 
cu 14C. Metodele mai vechi măsurau intensitatea formării “CO, 
-dimer $i din “06 ai glucozei, iar din valoarea raportului acestor 
doi parametri se estima cantitatea de glucoză degradată pe calea 
pentozofosforică. ! Metoda este in general simplă, uşor accesibilă, 
dar principiul pe care se bazează nu este întrutotul corect, deoarece 
neglijează o serie de reacții, cum sînt reciclizarea carbonului glucozei, 
echilibrarea enzimatică a hexozofosfatilor si triozofosfatilor ete., 
ceea ce determină erori în rezultate. În consecință, rezultatele au o.. 
loare numai si numai orientativa. Relativ recent au fost puse la 
punct tehnici mai perfecţionate care tin seama de toate complicațiile 
ce vizează soarta atomilor de carbon din diferite poziţii ale glucozei, 
în drumul lor prin calea glicolitică sau prin cea pentozofosforica 
(Katz şi Wood, 1960 ; Landau şi colab., 1964; Wood si colab., 1961). 
În general, aceste tehnici au fost aplicate la studiul metabolismului 
glucozei într-un număr restrins de ţesuturi si condiţii şi în special 
la acele ţesuturi despre care se ştia pe baza metodelor mai vechi că 


Tabelul nr. 17 


Valoarea contribuţiei relative a căii pentozofosforice la degradarea 
glucozei in diferite ţesuturi la şobolan 


| Tesutul me cáii pentozo- 
fosforice (95) 


Glandá mamará in lac- | 


tatie 60 (a) 
Ficat (in vivo) 34 (b) 
Tesut epididimal adipos 25 (c) 
Diafragmá 2 d 
Muşchi abdominal 2 | (a) 
Inimă ; 0 (e) 


Notă. Valorile au fost luate din următoarele lucrări : (a), Abraham 
gi colab. (1954); (b), Muntz si Murphy (1957); (c), Flatt si Ball 
(1964); Katz si colab. (1966); (d), Green si Landau (1965); (e). 
Shipp şi colab. (1964). 


posedă o activitate evidentă a căii pentozofostorice. În tabelul 
nr, 17 se dau valorile contribuţiei căii pentozofostorice la degradarea 
glucozei în diferite ţesuturi la șobolan. 
Comparind datele din acest tabel cu cele referitoare la activi- 
tatea celor două dehidrogenaze ale căii, vom observa că între ele 
există o concordanţă, în sensul că țesuturile în care activitatea acestor 
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enzime este relativ mare sînt capabile de a degrada o cantitate mai 
mare de glucoză pe calea pentozofosforicá. Citeva date comunicate 
pentru alte specii de mamifere sînt în general asemănătoare cu cele 
de la şobolan ; astfel, în glanda mamará de vacă in lactatie contri- 
butia căii pentozofosforice la catabolismul glucozei este de 40% 
(Black si colab., 1957), iar în mușchiul scheletic de Rhesus, este de apro- 
mativ 0,5% (C. H. Beatty şi colab., 1966). Aceste date subliniază, 
funcţia căii pentozofosforice de a furniza echivalenți reducátori. 
Într-adevăr, în mușchiul scheletic şi în cel cardiac nu are loc o bio- 
sinteză de novo a acizilor grași, pe cîtă vreme în glanda mamară, 
în țesutul adipos şi in ficat acest proces este bine exprimat. 


În ceea ce priveşte localizarea, intracelulară a enzimelor căii 
pentozofostorice, ele au fost găsite în fracțiunea solubilă a omogena- 
telor din diferite ţesuturi (Newburgh si Cheldelin, 1956; Glock si 
MacLean, 1953). Mai recent, s-a comunicat prezența celor două dehidro- 
genaze ale căii în mitocondrii, unde se găsesc sub o formă latentă 
şi se deosebesc din punctul de vedere al proprietăţilor lor de formele 
citoplasmatice din același ţesut (Zaher şi colab., 1967). Semnificaţia 
localizării în mitocondrii a celor două enzime rămîne deocamdată 
neclară. În orice caz, prezenţa în citoplasma majorităţii ţesuturilor 
a întregului set de enzime ale căii pentozofosforice reprezintă un 
ară ntavantajos pentru celulă, de vreme ce în acest compartiment 
au loc biosintezele reductive şi, deci, aici sint necesari — subd o form 

direct accesibilă — echivalentii reducátori de pe PH. Vom 
observa la biosinteza acizilor graşi că atunci cînd echivalentii redu- 
cători necesari procesului sînt, în parte, furnizaţi şi de către mitocon- 
drii, ei trebuie să fie. transportați prin membrana mitocondrială 
în citoplasmă cu participarea unei serii de mecanisme destul de- 


complicate. are astfel e ntajul realizat de celulă prin 
regenerarea direct in citoplasmă a NADPH. 


REGLAREA FLUXULUI DE GLUCOZĂ PRIN CALEA PENTOZOFOSFORICÁ 


Spre deosebire de alte căi metabolice, calea pentozofostoricá 
a fost mai putin studiată sub aspectul reglării ie Qnin. 
“zise. Datorită probabil gradului mare de complexitate a reacţiilor 
Wii aceasta’ cale sau datorită faptului că ea a fost descoperită relativ / 


recent, nu putem formula actualmente un model al reglării ji 


cái, in másura 1n care putem face acest lucru pentru alte căi metabolice. 
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În cele ce urmează vom încerca să analizăm cîţiva factori al căror 
rol în reglarea căii pentozofosforice a fost sugerat de o serie de date 
experimentale. 


REGLAREA CĂII PENTOZOFOSFORICE DE CĂTRE ACCESIBILITATEA SUBST RATULUI 


Analizind poziţia metabolică a glucozo-6-fosfatului — substratul 
primei enzime din calea pentozofosforicá — vom observa că acesta, 


GLICOGEN 


Fig. 11. — Căile de metabolizare 
a glucozo-6-fosfatului (G6P). Ci- 
frele indică enzimele care iniţiază 
metabolizarea G6P, astfel: 1, fos- 
foglucomutaza ; 2, glucozo-6-fos- 
fatdehidrogenaza ; 3, fosfogluco- 
izomeraza ; 4, glucozo-6-fosfataza. 
CALEA PP, calea pentozofosforica ; 

. GIP, glucozo-1-fosfat ; F6P, fruc- 
F6P . tozo-6-fosfat; GL, glucozá. 


| 
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poate fi metabolizat în majoritatea ţesuturilor pe trei căi, în ficat 
şi în cortexul renal adáugindu-se o a patra cale, datorită prezenţei 
glucozo-6-fosfatazei (fig. 11). 


Distribuţia glucozo-6-fosfatului între căile sale de metaboli- 
zare depinde de concentraţia sa, de afinitatea fata de el a enzimelor 
care îl revendică şi de cantitatea acestora, respectiv de capacitatea 
catalitică maximă a lor în țesutul dat. Analizind aceşti parametri 
pentru țesutul hepatic de şobolan normal (tabelul nr. 18) vom observa 
că G6PDH prezintă o activitate mai mică decît toate celelalte enzime, 
dar are o afinitate faţă de glucozo-6-fosfat de peste o sută de ori mai 
mare în comparaţie cu acestea, ceea ce, desigur, o favorizează în 
competiţia pentru substrat. În afară de aceasta, concentraţia glucozo- 
6-fosfatului în ficatul de şobolan in jurul valorii de 0,6—0,8 mM 
(Beinert si Hohorst, 1963; Hohorst şi colab., 1959; D. S. Steiner 
si Williams, 1959) este mai mare decit Km pentru glucozo-6-fosfat 
a G6PDH, dar mai micá decit Km a celorlalte enzime, ceea ce de 
asemenea favorizează activitatea G6PDH. 
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Tabelul nr. 18 


Activitatea şi valoarea Hm pentru glucozo-6-fosfatul enzimelor care metabolizeaza 
glucozo-6-fosfatul in ficatul de şobolan normal 


Activitatea* 
^ Km pentru** 
Enzima pagoh BADA glucozo-6-fosfat 
Fosfoglucomutaza | 552 eee 
Fosfoglucoizomeraza 34 800 1,7 (a) 
Glucozo-6-fosfataza 1 740 1,8 (b) 
Glucozo-6-fosfatdehidrogenaza 378 0,013 (c) 


* Valorile au fost luate din lucrarea lui Fitch ei Chaikoff (1960). 
** Valorile au fost luate din următoarele lucrări: (a), Tsuboi si colab., 1958: 
(b), Nordlie şi colab. (1968); (c), Glock ei MacLean (1963). 
*** Nedeterminatá. 


Dacă admitem o distribuţie uniformă a glucozo-6-fosfatului 
în citoplasmă, atunci este puţin probabil ca accesibilitatea sa pentru 
G6PDH să devină factor limitant, de vreme ce enzima este totdea- 
una saturată cu substrat. Cu toate acestea, s-au descris cîteva relaţii 
interesante între anumiţi intermediari ai căii pentozofosforice si 
unele enzime responsabile de metabolizarea glucozo-6-fosfatului. 
Aceste relaţii nu pot fi deocamdată interpretate altfel decît ca suge- 
rind existenţa unei reglări a căii pentozofosforice de către factorul 
accesibilitate de substrat. În acest caz însă, trebuie să acceptăm 
„ că concentraţia glucozo-6-fosfatului în imediata vecinătate a centrului 
activ al G6PDH nu este identică cu cea calculată pe baza continu- 
tului acestui intermediar în extractul de ţesut; integral. 

" 6-Fosfogluconatul, primul intermediar care apare în calea 
pentozofosforică, este un inhibitor specific și eficace al fosfoglucoizo- 
merazei (Kahana $i colab., 1960 ; Parr, 1957 si 1957 a); inhibitia este 
de tip competitiv la un Ki în jur de 0,005 mM (Kahana si colab., 
1960). Se atribuie acestui mecanism o semnificaţie regulatorie. Se 


ştie cá, în general, activitatea 6PGDH este mai mică decit a G6PDE + 


peuvent unul şi acelaşi țesut ; această discrepanta determing un anumit 
grad de acumulare a 6-fosfogluconatului; odată acumulat, acest 
intermediar va inhiba conversia glucozo-6-fosfatului la fructozo-6- 
fostat prin inhibarea fosfoglucoizomerazei, determinind astfel o cres- 
tere a concentraţiei de glucozo-6-fosfat şi asigurind prin aceasta 
creșterea aecesibilitátii sale pentru G6PDH. În principiu, aici avem 


de-a face cu un mecanism de eliminare din competiţie a unui preten- 
dent la metabolizarea glucozo-6-fosfatului, si anume a căii glicolitice. 
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| Un mecanism de reglare a activităţii. căii pentozofosforice, 
care implică competiţia pentru glucozo-6-fosfat cu calea glicolitică, 
a fost descris într-un sistem reconstituit din enzimele celor două căi 
(Couri şi Racker, 1959). În acest; sistem cantitatea de glucozo-6-fosfat 
metabolizatá pe calea glicolitică depindea — la un moment dat — 
de cantitatea de PFK adăugată ; cu cit aceasta era mai mare, cu atit 
activitatea căii pentozofosforice era mai mică. In vivo astfel de meca- 
nisme ar putea să opereze, de vreme ce activitatea PFK este un para- 
metru care poate oscila în diferite condiţii. 

Nu pare a fi lipsită de semnificație regulatorie nici stimularea 
de către fructozo-1,6-difosfat a activităţii G6PDH, ceea ce s-a arătat 
în studii asupra enzimei din embrioni de Misgurnus (Yurowitsky 
şi Millman, 1968). Si acest fenomen poate fi inclus în sfera competiţiei 
dintre cele două căi, de vreme ce fructozo-1,6-difosfatul este inter- 
mediar in glicoliză. ^ - 

în sfirsit, inhibarea fosfoglucoizomerazei de către eritrozo-4- 
fosfat, un intermediar alcáii pentozofosforice (J olley și colab., 1958), 
poate fi, de asemenea, considerată ca un moment regulator al relaţiei 
dintre cele două căi. | 


_„—— Datele menţionate nu sint suficiente pentru a putea formula 


un model al reglării căii pentozofosforice, dar ele sugerează cu destulă 
tărie că trebuie să existe un mecanism de reglare a activităţii acestei 
căi, care să aibă la bază competiţia pentru glueozo-6-fosfat dintre 
aceasta cale şi calea glicolitică._ 

ciot e 


NADP+ — NADPH CITOPLASMATIC 


_ Nu există nici o îndoială asupra faptului că unul dintre factorii 
majori ai reglării activității căii pentozofosforice este concentraţia 
NADP+ în celulă, determinată, la rîndul său, de intensitatea utilizării 
NADPH în biosintezele reductive. Reglarea căii de către acest factor 
este în deplin acord cu una dintre funcţiile pe care le îndeplinește 
ea în celulă. ~~ ~ " , ^ a e ee i 

NADP afectează activitatea G6PDH pe două cai: în calitate 

de cofactor al acestei enzime și în calitate de e 
ei. În legătură cu aceasta trebuie notat faptul că NADPH este un 
“inhibitor specific al G6PDH din diferite ţesuturi Crevasse şi colab., 


( € 
1964 ; H. R. Levy gi colab., 1966 ; Luzzatto, 1967). Acest efect implica, | 


REGLAREA CĂII PENTOZOFOSFORICE DE CĂTRE STAREA REDOX A SISTEMULUI! 


fector alosterie al__ 


Le SSR ne a 
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esl puţin pentru enzima din eritrocite, modifioi de natur slosterios 

a enzimei (Luzzatto, 1967). 

Este evident că activitatea G6PDH depinde de concentraţia 
NAPD?* accesibilă ei. Admitind că suma NADP* + NADPH nu se 
modifică, orice deplasare a stării redox a acestui sistem spre o stare 
mai redusă va defavoriza activitatea enzimei. Problema, se_reduce 

. . .. TE Aa——— : EI 
jn ultimá instanţă la factorii res onsabili de reoxidarea NADPH, 
deoarece suele dehigrogenmre ale căii a rte ales ponti 
ireversibile. Cum este utilizat în citoplasmă mai ales pentru 

Biosinteza acizilor graşi, rezultă că intensitatea acestui proces va 
determina, în ultimă instanţă, activitatea G6PDH. O serie de date 
experimentale confirmă aceste relaţii. 


Astfel, creşterea concentraţiei de NAPD?* (prin adăugarea aces- 
tuia) în omogenate de muşchi cardiac (Crevasse şi colab., 1964) sau în 
mediul de perfuzie al inimii (Shipp și colab., 1964; Jolley şi colab., 
1958) determină o creștere a degradării glucozei pe calea pentozoios- 
forică. Un efect; similar are şi adăugarea în diferite sisteme a unor 
acceptori de electroni capabili de a oxida cu ușurință N ADPH (Brin 
şi Yonemoto, 1958 ; Cahill și colab., 1958 ; MacLean, 1962). Intensifi- 
carea biosintezei acizilor grași în țesutul adipos, produsă de adăugarea 
acetatului în mediul de incubație al acestuia, induce o creștere de 
80%, a degradării glucozei pe calea pentozofosforicá (Flatt și Ball, 
1966); dimpotrivă, inhibarea lipogenezei cu monoiodacetat în sectiu- 
nile de glandá mamará in lactatie atrage după sine o inhibare profunda 
a degradării glucozei pe calea pentozofosforică (MacLean, 1962). O serie 
de rezultate obţinute de noi în experienţe pe ţesut epididimal adipos 
de şobolan arată, de asemenea, că stimularea lipogenezei induce o 
creștere a fluxului de glucozo-6-fosfat pe calea pentozofosforica 
(Deaciuc si Frecus, 1971a). Astfel, incubarea tesutului cu monofluor- 
acetat induce o creștere a conţinutului de citrat, care la rîndul 
său inhibă PFK ; în consecinţă, conţinutul de glucozo-6-fosfat creşte. 
Dacă în mediul de incubație se adaugă acetat, favorizind astiel o 
biosinteză crescută de acizi graşi, conţinutul de glucozo-6-fosfat 
nu se modifică sub acţiunea monofluoracetatului, respectiv rámine 
la nivelul controlului. Cum nu există nici un indiciu cá în prezenţa 
acetatului PFK nu ar continua să fie inhibatá de către citrat, absența 
acumulării glucozo-6-fosfatului se poate explica numai prin creşterea 
utilizării sale în calea pentozofosforica, 
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Mai mult, unele dintre ele (Deaciuc și Frecus, 1971a; Flatt si Ball, 
1966; MacLean, 1962) arată, că orice modificare a intensității biosin- 
tezei acizilor graşi atrage după sine modificări de același sens în 
activitatea căii pentozofostorice. Aceasta înseamnă, că factorii care 
. regleazá biosinte izilor grasi, implici ză şi activitatea acestei 
căi. De aceea nu trebuie să ne apară surprinzător faptul că starea 
energetică a celulei, factorul implicat în modul cel mai general în 
reglarea căilor metabolice, nu controlează în mod direct activitatea 
căii pentozofosforice; în schimb, el este factorul decisiv care contro- 


.leazá metabolismul acetil-CoA si, prin urmare, Și biosinteza acizilor 
care Ia rindul să 


graşi, său controlează, prin mecanismele descrise 


„pînă aici, activitatea căii pentozofosforice. Biosinteza, acizilor erasi 
este, prin urmare, o pirghie prin intermediul căreia starea energetică 
a cetulei-anteolizazăe darea pentozofOSforii. cete eee 
— exemplu de felt cunre esl eee plu de felul cum o cale metabolică este controlată de altă cate 
metabolică în ansamblu. În felul acesta calea p ică, desi 


indirect contro 'geticà a celu 


REGLAREA CÁII PENTOZOFOSFORICE PRIN FEED-BACK NEGATIV 


Se cunose douá mecanisme de reglare a cáii pentozofosforice 
prin feed-back negativ. Primul constă în inhibarea G6PDH de către 
NADPH care este de fapt un produs al căii. Acest mecanism este 
asigurat de faptul că NADPH este un efector negativ al enzimei, 
despre care am discutat mai înainte. Al doilea constă în inhibarea 
G6PDH de către produși de tipul acil-CoA ai acizilor grași cu lanţ 
lung. Este clar că acești compuși nu sînt produși finali ai căii pentozo- 
fosforice; cu toate acestea, inhibarea G6PDH de către ei poate fi 
privită ca un mecanism feed-back negativ de reglare a căii pentozo- 
fosforice, care nu acţionează însă în interiorul uneia si aceleiaşi căi 
metabolice, ei într-un sistem format din cuplarea a două cái 
metabolice ; în cazul nostru cuplul este alcătuit din calea pentozo- 
fosforică și biosinteza acizilor grași. Întrucât, cel putin în anumite 
ţesuturi, iezervorul principal de echivalenți reducátori necesari 
biosintezei acizilor grași este NADPH regenerat în calea pentozo- 
fostorică, celula are tot interesul ca atunci cînd este stopată biosinteza 
acizilor grași să oprească atît aportul de acetil-CoA, cit şi cel de 
echivalenți reducători. Or, pentru a opri regenerarea NADPH, 
celula trebuie să stopeze sau, în orice caz, să micşoreze fluxul de carbon 
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prin calea pentozofostorică. Una dintre căile de micgorare a acestuia 
pare a fi inhibarea G6PDH de către produși de tipul acil-CoA, deci | 
de către produsul final al acelei căi metabolice care nu mai are nevoie | 
de NADPH. | we 

Într-adevăr, G6PDH dintr-o serie de surse este inhibată de 
acili-CoA ai acizilor graşi cu lanţ lung (Eger-Neufeldt și colab., 1965; 
Taketa si Pogell, 1966), precum şi de acizii grași liberi cu lanţ lung 
(Pande şi Mead, 1968). Ki a enzimei pentru stearil-CoA, palmitil- 
CoA si lauril-CoA este de 3, 0,6 si, respectiv, de 8,7 uM (Eger-Neufeldt 
si colab., 1965). Existá anumite considerente pe baza cárora unii 
cercetători pun la îndoială semnificaţia regulatorie a inhibárii de 
către aceşti produşi a activităţii unor enzime (ele sînt expuse mai 
detaliat în partea a II-a, cap. I). Mai frecvent sînt invocate proprie- 
tátile detergente ale produșilor acili-CoA care le-ar conferi acestora 
capacitatea de a inhiba activitatea unor enzime ; dacă aga stau lucru- 
rile, atunci efectul lor inhibitor nu poate fi privit ca avînd semnificație 
regulatorie. Cu toate acestea, la concentrații foarte mici (între 1 şi 
şi 9 u M), la care ei manifestă un efect inhibitor asupra G6PDH, 
acţiunea lor detergentă este foarte mult diminuată, dacă nu complet 
absentă. În afară de aceasta, faptul că ei inhibă activitatea enzimei 
provocind creşterea de cîteva ori a valorii Km pentru glucozo-6-fosfat 
şi NADP* (Eger-Neufeldt și colab., 1965) si că inhibarea este de tip 
competitiv în raport cu primul compus sugerează că relaţia G6PDH — 
acil-CoA poate avea semnificaţia regulatorie menționată mai înainte. 
Pe baza acestei relații se poate explica scăderea eliberării “CO, din 
(1)-4C-glucoză, deci scăderea degradării glucozei pe calea pentozo- 
fosforicá, observată în ficatul şi în țesutul adipos de şobolan inanifiat 
sau menţinut; la un regim alimentar bogat în lipide (Milstein, 1956 ; 
Tepperman si Tepperman, 1963). În aceleași condiţii concentraţia 
tisulară a produșilor acili-CoA este crescută (Bortz şi Lynen, 1963; 
Tubbs si Garland, 1964). 


REGLAREA GENETICÁ A CÁII PENTOZOFOSFORICE 


Numeroase date experimentale arată că modificarea activităţii 
căii pentozofosforice în diferite stări ale organismului are la bază 


schimbări corespunzătoare ale cantităţii de enzime ale căii. S-a demon- 
“strat, de asemenea, că aceste modificări se datoresc nu conversiei 
unor forme inactive în forme active sau invers, ci au la bazá.mecanisme _ 


de inductie—represie a sintezei enzimelor. Într-adevăr, creşterea 


b "ib. 


| 
| 
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activităţii G6PDH în ficatul animalelor hrănite din nou după inanitie 
este suprimată de inhibitori ai biosintezei proteice, ca puromicina, 
etionina si actinomicina D (B. C. Johnson gi Sassoon, 1967; Potter 
$i Ono, 1961; Tepperman gi Tepperman, 1963) şi de o dietă lipsită, 
de proteine (B. C. Johnson şi Sassoon, 1967 ; Potter și Ono, 1961). 
; Activitatea dehidrogenazelor căii pentozofosforice prezintă un 
comportament, adaptativ ; astfel, ea scade atit în țesutul adipos, cit 
și în ficat în inanitie și în diabet (Felts gi colab., 1956 ; Glock si MacLean, 
1955; B. C. Johnson și Sassoon, 1967; Uuskjula, 1967), în glanda, 
mamară după încetarea lactatiei (Abraham și Chaikoff, 1959; 
MacLean, 1962 si 1964; H. R. Levy, 1962), precum şi in ficat după 
administrarea unfii regim bogat; în lipide (Baldwin si colab., 1966; , 
Tepperman si Tepperman, 1963); o creștere a activităţii celor două | 
enzime se observă în glanda mamară odată cu începerea lactatiei, |. 
in fieatul animalelor hránite după inanitie (B. C. Johnson si assoon, 
1967; Potter si Ono, 1961; Tepperman și Tepperman, 1963) sau 
menținute la un regim alimentar bogat in glucoză ori fructozá (Baldwin 
şi colab., 1966; Fitch și colab., 1959; Fitch si Chaikoff, 1960; 
B. C. Johnson si Sassoon, 1967; Tepperman $i Tepperman, 1963); 
ea creşte, de asemenea, în ficatul si in țesutul adipos al animalelor 
hrănite forţat (Cohn şi Joseph, 1959). Se cunose apoi o serie de 
influenţe hormonale asupra acestor enzime (Horecker, 1968); de 
asemenea a fost descris un tablou destul de complet al evoluţiei lor 
ontogenetice (Burch și colab., 1963). 
/ Ín general, modificárile activităţii căii pentozofosforice sint 


H 


//paralele si de acelaşi sens cu cele ale biosintezei de novo a acizilor grasi 
şi ale căii glicolitice, fapt nesurprinzátor, deoarece aeesté trei căi 
metabolice sint strîns legate între ele. = 


«i 
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REGLAREA CELULARĂ A GLUCONEOGENEZEI 


_ Gluconeogeneza (GNG) reprezintă sinteza, (de novoya moleculei 
de glucoză din precursori neglucidici si din lacta. pre deosebire de 
precursorii neglucidici, o serie de aminoacizi ŞI acizi organici cu mole- 
culă mică (intermediari ai ciclului Krebs, propionatul etc.), lactatul 


este un precursor de origine glucidică, deoarece el este un produs 
de degradare a glucozei. Din acest punct de vedere pare incorectă 


enumirea de G ata procesului de sinteză a glucozei din lactat ; 
aceasta poate fi mai degrabă considerată ca o reformare a glucozei 
din produşii săi de degradare. Întrucît, însă, reacţiile enzimatice 
care introduc carbonul lactatului în calea de sinteză a glucozei sînt 


identice cu cele responsabile de sinteza glucozei din precursori neglu- 


cidici, noţiunea de GNG este corect definită mai sus. 


SEMNIFICAȚIA FUNCȚIONALĂ A GLUCONEOGENEZEI 


La o primă analiză ar putea părea surprinzător faptul că orga- 


nismul animal are capacitatea de a sintetiza glucoză, cel puţin pentru 
„că această substanță este deosebit de răspîndită în natură, fiind una 


dintre principalele forme de înmagazinare a energiei extraterestre, 
ca rezultat al fotosintezei, Prin urmare, probabilitatea ca animalele, 
organisme heterotrofe, să intilneascá și să-și procure odată cu hrana 


„acest produs este foarte mare. Nu este exclus ca tocmai ráspindirea 


«m. 
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ubicvistă a glucozei să fi determinat apariţia şi perfecţionarea în 
organismul animal a sistemului enzimatice responsabil de GNG, 
Prezenţa permanentă a glucozei în hrana animalelor a dus la 
adîncirea dependenţei energetice a organismului față de acest sub- 
strat (aceasta se traduce printre altele şi prin faptul că sistemul enzi- 
matic al glieolizei este distribuit în toate țesuturile). La rîndul sáu, 
aceasta a determinat restringerea, cel puţin pentru unele dintre 
ţesuturi, a gamei de substrate capabile de a fi oxidate şi de a oferi 
astfel energie. Cu alte cuvinte, pretenţiile unor ţesuturi pentru glu- 
coză au devenit foarte exigente. Faptul că organismul animal, care 
a cucerit; medii de viaţă foarte diferite, poate fi uneori pus în situaţii 
în care procurarea prin hrană a glucozei să fie imposibilă ori insufici- 
entă în raport cu necesitățile sale, a determinat apariţia şi perfectio- 
narea sistemului enzimatice al GNG. ,,Crearea" acestei căi metabolice 
n-a solicitat din partea celulelor un efort deosebit, deoarece, aşa cum 
se va arăta mai departe, majoritatea enzimelor din gluconeogeneză, 
cu excepţia cîtorva strict specifice, sînt comune cu ale glicolizei. 
GNG permite organismului să menţină în stare normală activitatea 
unor organe şi țesuturi a căror cheltuială energetică depinde aproape 
exclusiv de glucoză, în condiţiile în care aportul glucozei prin hrană 
nu satisface necesităţile acestora. Este cazul țesuturilor nervos şi 
sanguin, precum $i al mușchiului (alb) în contracție. Glucoza este 
în permanenţă necesară nu numai ca sursă energetică pentru aceste 
țesuturi, ci şi ca produs de plecare pentru sinteza unor intermediari, 
ca acizii uronici, glucidele aminate și pentozofosfatii. În sfîrşit, in 
anumite situaţii, glucoza, ca produs al GNG, este o sursă de echiva- 
lenti reducátori (în special de N ADPH), necesari unor sinteze reductive. 


La animalele superioare se cunosc cîteva situaţii distincte, 
normale sau patologice, în care GNG prezintă diferite grade de in- 
tensitate. Analiza lor va permite o înţelegere mai profundă a rolului 
fiziologic al acestei căi metabolice. | 

. a) Ín organismul normal, in condiţiile unui regim alimentar 
echilibrat care asigură un aport suficient; de glucoză, intensitatea 
GNG este menținută la un nivel bazal. Ea depinde în special de canti- 
tatea, de lactat care rezultă în urma activităţii mușchilor si care este 
un substrat important al GNG în aceste condiţii. GNG este necesară 
nu atît pentru a procura organismului un supliment de glucoză, cit 


„Pentru a era lactatul, al cărui exces poate deveni dăunător, 
În experienţe efectuate pe oameni normiali s-a calculat că viteza turn- 


overului glucozei din sînge este de aproximativ 160 mg/kg greutate. 
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corporală/oră, din care 12 —20%, derivă pe se 'esi i di 

rol ieri e olab. 1668), 7^ pe seama resintezei din lactat 

b) În organismul normal, menţinut la un regim alimentar 

bogat; în lipide şi/sau proteine, dar sărac în glucide sau lipsit de 

acestea, GNG prezintă o intensitate crescută. Rolul său primar este 

de a converti la E ORE ce Raus ei pi palti prin hrană 
Se a Tecanismele care declangeaZá creşterea / 
aceste "condiţii tin de factorii intrinseci metabolismului | 


celular şi ele vor fi discutate la reglarea GNG. Deocamdată notăm \ 


că simpla necesitate de glucoză a organismului este prin sine însăși 
nu un mecanism de declangare a GNG, ci jun semnal al declanșării 7 
sale. S \ 

c) În organismul inanitiat, deci privat de orice aport alimentar, 
GNG este de asemenea, intensificatá. Aceasta se face in special pe 
seama aminoacizilor de origine endogená. Este bine stabilit faptul cá 
în evoluţia inanifiei conținutul de glicogen hepatic, care reprezintă 
principalul rezervor de glucoză pentru întregul organism, scade trep- 
iat, pe câtă vreme glicemia se menține în limite fiziologice (tabelul 
nr. 19) 

Tabelul nr. 19 
Efectul inani(iei de durată diferitá asupra glicemiei şi rezervei hepatice de glicogen Ia şobolan 


Durata inanitiei (ore) 


Indicele A | : îi 


Glicemia (mg glucoză! 
100 ml ie 128 106 94 89 96 91 


Glicogen (mg/g de ficat) 40,8 29,1 1,4 3,5 8,5 6,1 


No d. Valorile sint luate din lucrarea lui E. Herrera si Freinkel (1968) vezi, de asemenea, şi lucrarea lui Start 


şi Newsholme (1968). 


/ > Glicogenul hepatic poate îi răspunzător de menţinerea glicemiei 

/ cel mult pînă la 24 de ore de inniti art perioadă goue cu 

/ declanşarea unei crescute, răspunzătoare de menţinerea t pa 
/  rmioará a glicemiei. In inaniție, ca dealtfel şi în condițiile desoriza, a 
^. punetul b, GNG reprezintă singura oale CO solere a coni i 
buie notat faptul cà in 1nanijie nu se remarcă o scădere a consumului 

| de glucoză în țesuturile care o utilizează cà principală sursă de ener 
i pie. Astfel, sistemul nervos cen ral al unui om adult consumă aproxi- 
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mativ 120 g glucoză/24 de ore, independent de aportul alimentar a] 
acesteiă. In inanitie, această cantitate de glueozá este pusá integral 
la dispoziţia sa de către GNG. 

d) În organismul rumegătoarelor, în condiții normale de hră- 
nire, GNG este unica sursă de glucoză. Aceste organisme ocupă, din 
acest punct de vedere, o poziţie cu totul aparte. Datorită prezenţei 
în tractul digestiv al lor a unei microflore abundente, glucoza, inge- 
rată sub diferite forme este degradată la o serie de produși, ca acetatul 
propionatul, butiratul s. a., și numai într-o cantitate extrem de mică 
este absorbită în torentul circulator (Heald, 1952). Această cantitate 


nu acoperă nici pe departe necesarul organismului, care uneori 


atologic si nu i se poate atribui vreo justificare biologică, ji 
~ œe nu este indreptata spre satisfacerea nevoilor de glucoză ale orga- 


X de glucocorticoizi, care se pare că acționează prin 
iul unui mecanism de control genetic al enzimelor GNG. O serie 


este extrem de crescut (astfel, la vacile în lactatie cantitatea de glu- 
coză necesară poate atinge valori de 0,5—1,0 kg/zi (H. A. Krebs, 
1966)). La aceste organisme, prin urmare, GNG este o permanență, 
fiziologică de importanță majoră. Intensificarea sa peste anumite 
limite în perioadele unui necesar crescut de glucoză poate să inducă 
tulburări metabolice grave, cum este, spre exemplu, cetoza vacilor 
in lactatie, despre care se va discuta mai detaliat în cursul acestui 
capitol. | 

e) În organismul diabetic, indiferent de natura diabetului, 
aloxanic, insuficiența sau lipsa insulinei, diabetul steroidie, intensi- 
tatea GNG este mult crescută și este relativ independentă de aportul 
alimentar al glucozei. GNG ex 


nismului. rii primari care o declIangeazá sint fie lipsă 


ei, 
ter- 


de date arată cá insulina acţionează ca un represor, iar glucocorti- 
eoizii ea un inductor al enzimelor specifice GN G (Weber si colab., 


= 1965, 1965a si 1965b).\ Odată modificat, tabloul enzimatic se asociază 


= 


serie de alterări la nivelul căilor metabolice ale glucozei şi acizilor 
grași, care intretin intensitatea crescută a GNG. Datorită acestor 


particularităţi, diabetul — mai ales cel aloxanie, dar şi cel steroidie — ` 
este frecvent utilizat; ca model experimental pentru studiul anumitor 


aspecte ale 

Este necesar să precizăm că, deși diferite din punctul de vedere 
al semnificației fiziologice, stările care se caracterizează printr-o 
GNG crescută prezintă o serie de particularităţi metabolice comune. 
Acestea vor fi tratate la reglarea GNG. 
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În sfirgit, o situaţie aparte, dar relevantă pentru semnificaţia 
fiziologică a GNG, întîlnim în cazul dezvoltării ontogenetice a acestei 
căi metabolice. Astfel, o serie de date experimentale arată cá GNG este 
absentă în ficatul fetal şi că ea apare în stadiile incipiente ale vieţii 
postnatale (Ballard și Hanson, 1967b; Ballard și Oliver, 1962 şi 
1963; H. B. Burch si colab., 1963; Vernon şi colab., 1967; Yeung 
si Oliver, 1963 ; Yeung si colab., 1967). In termeni biologici aceasta 
înseamnă că ruperea dependenţei stricte a organismului fetal de meta- 
bolismul organismului matern, ceea ce coincide cu primele momente 
ale vieţii postnatale, constituie un semnal pentru declanșarea sis- 
temului GNG; de acum, noul organism se află virtual în faţa posibi- 
litátii de a nu-și satisface necesarul de glucoză prin aportul alimentar 
si, prin urmare, în faţă necesităţii de a şi-l completa pe seama GNG. 
Acest comportament ontogeneti rofund caracter adap- 
tativ al GNG. 


aa pe e Sa 


DISTRIBUŢIA TISULARĂ A GLUCONEOGENEZEI 


Spre deosebire de căile metabolice de degradare a glucozei, 
care se întîlnesc în toate țesuturile si organele, sistemul enzimatice 
al GNG este restrins, cel puţin în cazul păsărilor și al mamiterelor, 
la două organe : ficatul şi cortexul renal. Acest fapt este definitiv 
stabilit pe baza a 0 mulţime de date obținute în experienţe pe organe 
perfuzate, omogenate și fracțiuni subcelulare, precum $i pe baza 
datelor referitoare la distribuţia enzimelor specifice GNG. 

Vertebratele, inferioare păsărilor şi mamiferelor, au fost putin 
studiate din acest punct de vedere. Într-o lucrare relativ recentă se 
semnalează prezența GNG în rinichiul si în ficatul sopirlei Uromastiz 
(Zain-ul Abedin și Katarski, 1967). 

În ceea ce priveşte contribuţia relativă a celor două organe — 
ficatul şi rinichiul — in GNG la mamifere, trebuie notat cá, deşi in , 
aparenţă ficatului i s-ar putea atribui un rol mai important decît ri- 7 
nichiului, cel de-al doilea are o capacitate de GNG egală cu a fica- ; f 

. tului. Greütateà rinichiului reprezintă circa 12% din cea a ficatului, ~], 

ar cantitatea de singe care circulă prin cele două organe este-apro- .' 
tiv acelaşi. Prin urmare, rinichiul primeşte prin sînge aceeaşi 
Cantitate de lactat ca și ficatul (pe unitate de timp), pe care o conver- 
teste aproape integral in glucoză, Ti —— — — 

Un interes deosebit din punctul de vedere al distribuţiei tisu- 
Jare a GNG îl prezintă mușchiul scheletic. Cercetări foarte vechi 
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(A. Hill, 1924; Meyerhof, 1919 si 1920) au sugerat că o parte din lac- 
tatul provenit din metabolismul mugchiului în contracție poate fi 
convertit la glicogen în însuşi țesutul muscular, Meyerhof (1919) a 
ajuns la această concluzie pe baza observaţiei că, în muschiul izolat, 
de broască după efort, viteza de dispariţie a lactatului este mai mare 
decît viteza cu care acesta poate fi oxidat în muşchi. Aceste experi- 
enfe n-au fost de natură să dovedească o sinteză netă de glicogen pe 
seama lactatului în muşchi. Problema a rămas incertă chiar şi după 
ce C. F. Cori şi G. T. Cori (1929) au demonstrat că lactatul provenit 
din muşchi este transportat prin singe în ficat, unde este convertit. 
în glucoză. Astfel, J. P. Peters şi Van Slyke (1946), trecînd în revistă 
datele existente pînă în 1946, care arătau destul de clar că conversia, 
lactatului in hexoze nu are loc în mușchi, scriau : ,,...Nu este cert, 
că tot acidul lactic format în mușchi este forţat să călătorească în 
circuitul descris” (în circuitul Cori, n. a.). Resinteza glicogenului 
din lactat în mușchi presupune reversibilitatea reacţiilor căii glico- 
litice, în special a reacției piruvatkinazice, deoarece piruvatcarboxilaza, 
care, în cooperare cu fosfoenolpiruvatcarboxikinaza, convertește 
piruvatul la oxaloacetat şi apoi la fosfoenolpiruvat, lipsegte cu desá- 
virgire din mușchiul scheletic (Utter, 1959). Prezenţa celei de-a doua 
enzime în mușchiul scheletic (alb), comunicată recent de Opie gi 
Newsholme (1967), nu modifică necesitatea participării piruvatkinazei 
în eventuala conversie a lactatului la glicogen în muşchi. 

Este bine stabilit faptul că, în condiţii fiziologice, reacția, 
piruvatkinazică este foarte mult deplasată spre formarea ATP şi 
piruvatului (Boyer, 1962 ; Krimsky, 1959), ceea ce explică intensitatea 
extrem de redusă în vivo a sintezei fosfoenolpiruvatului din piruvat 
şi ATP ; aceasta exclude participarea sa la o sinteză netă a glicogenului 
din lactat. Cu toate acestea, în sisteme enzimatice reconstituite s-a 
putut demonstra o sinteză de fosfoenolpiruvat în reacţia piruvat- 
kinazică (Krimsky, 1959 ; Lardy și Ziegler, 1945). Cum problema n-a 
putut îi solutionatá pe baza acestor considerente, o serie de experi- 
ente făcute cu precursori marcați cu 4C pe preparate musculare au 
încercat să o clarifice. Datele referitoare la distribuţia 4C din lactat 
și piruvat în molecula glucozei au confirmat participarea piruvat- 
kinazei la conversia lactatului în glicogen (Hiatt şi colab., 1958; 
Omachi și Lifson, 1956; Warnock şi colab., 1965). Aceste date ne 
obligă să admitem că, in principu, resinteza glicogenului din laetat 
poate avea loc în muşchi gi că reacţia iniţială este catalizatá de piru- 
vatkinază. Aşa stînd lucrurile, se pune întrebarea : care este contri- 


CE Scanned with OKEN Scanner 


DISTRIBUŢIA TISULARĂ 111 


bufia acestei căi la sinteza din lactat a glicogenului muscular? Expe- 
rientele cu precursori marcați citate, precum $i experiențe de altă, 
natură (Cerretelli şi colab., 1969) au stabilit că această cale contribuie. 
într-o măsură extrem de mică la sinteza glicogenului în muşchi; 
în mușchiul soleus de şobolan date recente (Moorthy si Gould, 
1969) estimează intensitatea sintezei glicogenului din lactat ca fiind 
de 10 ori mai mică decît a sintezei glicogenului din glucoză. 

Vom nota, în sfîrşit, cá date relativ recente (Mahler, 1966) au 
pus in evidenţă capacitatea unor preparate de mușchi scheletic de 
a incorpora 4C al biearbonatului in glicogen, ceea ce implică partici- 
parea piruvatcarboxilazei şi fosfoenolpiruvatcarboxikinazei la con- 
versia lactatului în glicogen. Aceste preparate musculare, însă, au 
fost obţinute de la pacienţi cu o serie de defecte enzimatice con- 
genitale. 

Pe baza celor menţionate, se poate conchide cu certitudine că 
cel putin în mușchiul scheletic al mamiferelor conversia lactatului in 
glicogen este o cale metabolică lipsită de importanţă cantitativă. Mai 
mult, se poate afirma că resinteza glucozei (sau glicogenului) din lac- 
tat prin mecanismul de simplă inversare a reacţiilor glicolizei nu este, 
în general, o cale metabolică utilizată de organismul animal. 

Cu referire la distribuţia tisulară a enzimelor implicate in GNG 
este necesar să subliniem alte cîteva aspecte importante. O serie de 
cercetări din ultimii ani au pus în evidență prezenţa unor enzime 
specifice GNG în unele ţesuturi pentru care nu s-a putut demonstra 
nieiodatá o GNG în sensul în care aceasta a fost definită mai înainte. 
Astfel, M. Salas şi colab. (1964), H. A. Krebs gi Woodford (1965) 
şi Opie şi Newsholme (1965) au demonstrat prezența fructozo-1, 6-difos- 
fatazei în muşchii scheletici albi şi roşii la o serie de verte- 
brate, începînd cu batracienii şi terminînd cu mamiferele ; această 
enzimă este prezentă și în muşchiul scheletic al omului (Mahler, 1966). 
Descoperirea a fost surprinzătoare cu atît mai mult, cu cit, pe de o 
parte, încercări anterioare de a decela prezenţa ei în muşchi au eşuat 
(Newsholme și Randle, 1962 ; Weber şi Cantero, 1959) si, pe de altă 
parte, prezența sa în mușchi nu se asociază cu piruvatearboxilaza, 
Mai mult, fructozo-1,6-difosfataza musculară prezintă o serie de 
proprietăţi regulatorii asemănătoare cu cele ale enzimei hepatice 
şi din cortexul renal (Opie şi Newsholme, 1967a). Întrebarea care se 
pune este : ce rost are prezenţa izolată a acestei enzime, specifice 
pentru GNG, într-un ţesut ca mușchiul scheletie? (partea I, cap. V), 


Țesutul adipos, a cărui funcție majoră in organism este, fără. | 
„îndoială, conversia glucozei în lipide nu este capabil de eluconeogenezá |f» 
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prezente cele două fosfataze specifice GNG. Prezenţa fosfoenolpiruvat- 
carboxikinazei a fost de asemenea testată în țesutul adipos, dar fără 
rezultate (Weber si colab., 1962; J. W. Young şi colab., 1964). 
Totuşi, odată cu punerea la punct a unor tehnici de înaltă precizie, 
s-a evidenţiat, ceea ce este de asemenea surprinzător, prezenţa în 
țesutul adipos a celor două enzime cheie ale GNG : piruvatearboxilaza 
(Ballard şi Hanson, 1967 ; Chakrabarty şi Leveille, 1968; Wise si 


ls demonstrat clar (Weber gi colab., 1962) că in acest țesut nu sînt 


Ball, 1964) si (osfoenolpirn vatearboici- 
LACTAT— PIRUVAT naza. Si de această dată, ca şi in cazul 
mușchiului, se pune problema rolului func- 
ADRPa DIAS tional al acestor enzime într-un țesut inca- 
GTP i pabil a sintetiza glucoza (partea I, cap. V). 
— Yo . Ke dă astfel impresia cá în timp ce 
PEP. în muşchi este functional segmentul ter- 
T OM . minal al GNG, cuprins între triozofosfati 
si hexozofosfati, in țesutul adipos functio- 
2-P-GLIC. . neazá segmentul initial al GNG, cuprins 

| între piruvat și triozofosfati. 

3-P-GLIC. — —— 
isi J PRINCIPALELE ETAPE ALE GLUCONEO- 
AR i GENEZEI ŞI REGLAREA LOR CELULARĂ 

wap, PrBdiP-GLIC l 

RT IE Pa 'Ín urma a numeroase cercetári expe- 
GA3P+ DHAP rimentale efectuate pe ficat si rinichi, in 
| care s-a utilizat o varietate mare de tehnici, 
Ea zii s-a ajuns la concluzia că GNG decurge 


conform schemei prezentate în figura 12. 


pini AD Un prim aspect care trebuie 


F6P subliniat este participarea în secvenţa 

| GNG a două grupe de enzime: una al- 

rs! cătuită din enzime specifice GNG, 

G1P ——— G6P GLUCOZÁ respectiv piruvatcarboxilaza (PCbx), 
Pa Fig. 12. — Secvența reacţiilor din gluconeogeneză. 


OXAC., oxaloacetat ; PEP, fosfoenolpiruvat ; GLIC., 


glicerat; GASP, gliceraldehid-3-fosfat ; DHAP, dihi-. 


droxiacetontostat ; F1,6-diP, fructozo-1,6-difosfat; F6P,. îructozo-6-fosfat;. G1P, glu- 
cozo-i-fosfat; GGP, glucozo-6-fosfat. Cifrele încercuite indică reacţiile catalizate de 
enzime specifice gluconeogenezei : 1, piruvatcarboxilaza; 2, PEP-carboxikinaza ; 2, fruc- 
tozo-1,6-difosfataza ; 4, glucozo-6-fosfataza. 


M y 


CE Scanned with OKEN Scanner 


ETAPELE REGULATORII 113 


fosfoenolpiruvatearboxikinaza (PEPObxk), fructozo-1,6-difosfataza i 
(FDP-aza) şi glucozo-6-fosfataza (G6P-aza); cealaltă cuprinde en- | 
zime comune GNG şi glicolizei. 

Al doilea aspect care se cere analizat cu referire la reglarea 
celulară a GNG este identificarea e şi descrierea, 
cîtorva proprietăţi regulatorii ale “acestora. 7 

În cele ce urmează sînt prezentate activităţile catalitice maxime 
ale enzimelor care participă în GNG din lactat în cortexul renal! şi în 
ficatul de şobolan. 


Cortex renal Picat 
lactat 
53 000 4 5 800 (a) 
piruvat 
420 Y 510 (b) 
oxalocetat 
1 Y 170 (b) 
PEP 

20 000 Y 3 600 (e) 
2-P-glicerat 

7 100 i 1700 (a) 
3-P-glicerat 

69 000 Y 32 100 (e) 

1,3-difosfoglicerat 

81 000 i 36 400 (e) 
triozofosfati 

4 800 + 2100 (c) 

fructozo-1,6-difosfat 
180 Y . 1360 (a) 
fructozo-6-fosfat 
31 000 1 31 300 (a) 
glucozo-6-fosfat 
3 600 i 2 300 (a) 
glucoza 


. Pe baza criteriului celei mai mici activităţi din secvenţă, dis- 
tingem patru enzime Pasibile de a limita fluxul prin întregul lanţ, 
Analiza cîtorva proprietăţi ale acestora ne va arăta că într-adevăr 
ele sint enzimele asupra cărora se exercită influențele regulatorii.- 

! Valorile pentru cortexul renal au fost luate din lucrarea lui H. A. Krebs (1963) 


pentru ficat din următoarele lucrări: (à) Waber (1963); (b), H.A. Krebs | 
(1968). Toate valorile sint exprimite în wmoli/g ţesut uszat/oră, la 37°C 


iar cele 
1963); (c), Scrutton gi Utter 


8 — c. 478 
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PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE PIRUVATCARBOXILAZEI (PCbx) 


Formarea oxaloacetatului din piruvat și CO, a fost pusă in evi- 
denţă de mult în pudra acetonata din ficatul de porumbel (Utter 
şi Wood, 1946), darenzima care catalizează reacţia a fost obţinută 
în stare pură mult mai tîrziu (Utter si Keech, 1960 și 1963). Reacţia, 
catalizată de PCbx prezintă o importanţă funcţională deosebită, 
deoarece face posibilă fixarea şi utilizarea in biosinteze a CO,. 

Valoarea Km pentru ATP este de 0,03 mM, pentru piruvat de 
0,44 mM, iar pentru HCO; de 0,98 mM (Keech si Utter, 1963). În 
ficatul de şobolan concentraţia fiziologică a ATP este in jur de 5 mM 
(Hohorst şi colab., 1959; D. A. Young, 1966), iar cea de piruvat în 
jur de 0,19 mM (Hohorst şi colab., 1959). Prin urmare, în condiţii 
fiziologice, enzima nu este saturată cu substrat. 

Una dintre cele mai importante proprietăţi ale enzimei este 
stricta dependenţă faţă de prezenţa acetil-, propionil- sau crotonil-CoA 
(Utter şi Keech, 1960 şi 1963). Efectul activator cel mai pronunțat 
îl are acetil-CoA ; eficacitatea celorlalţi compuşi este de 92, respectiv 
47% din cea a acetil-CoA (Scrutton gi Utter, 1967). Valoarea Ka este 
pentru acetil-CoA de 33—40 uM (Barrit şi colab., 1966; Scrutton 
şi Utter, 1967). Mecanismul de activare a enzimei nu se cunoaște. 
Este deocamdată stabilit faptul că acetil-CoA activează prima etapă 
a reacției, si anume formarea complexului enzimă—biotină— CO, 
(Serutton și colab., 1965). 

Condiţia esenţială ca efectul acetil-CoA asupra PObx să aibă 
o valoare funcţională este, fără îndoială, existenţa în ţesuturi a unor 
concentraţii de acetil-CoA corespunzătoare limitelor in care acest 
metabolit poate afecta activitatea enzimei. Lucrul acesta este confir- 
mat de o serie de date experimentale. Astfel, în ficatul de şobolan 
normal, hrănit cu o dietă echilibrată, concentraţia acetil-CoA se 
înscrie între 29 si 60 uM (Erfle si Sauer, 1967 ; E. Herrera şi Freinkel, 
1968; Prinz si colab., 1966; Start și Newsholme, 1968; Tubbs si 
Garland, 1964; Wieland şi colab., 1960 şi 1964; J. R. Williamson, 
1967). Ea poate creşte de cîteva ori în inanitie si in diabetul aloxanic 
(după aceiaşi autori). Concentratiile intracelulare crescute ale acestut 
metabolit în inanitie şi diabet se asociază cu o activitate crescută 
a PCbx (A. D. Freedman si Kohn, 1964; Wagle, 1964; Henning $i 
colab., 1963), ceea ce este în deplin acord cu rolul acetil-CoA in 
reglarea activităţii PCbx. : 

PCbx este inhibatá de către doi nucleozidtrifosfaji: GTP si 
CTP, precum şi de ADP. În ceea ce priveşte inhibitia exercitată de 
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ultimul, aceasta, la concentraţii mici ale ADP, este de tip competitiv 
în raport cu ATP, la un Ki de 0,075 mM (Keech gi Utter, 1963). 
Caracterul competitiv al acestei inhibifii introduce un element foarte 
important în controlul activității enzimei; astfel, decisivă pentru 
activitatea enzimei este nu concentraţia absolută a ADP, ci raportul 
dintre concentraţia ATP şi ADP. Pentru a produce o inhibare cu 50% 
a activităţii enzimei, valoarea raportului ATP/ADP trebuie să fie 
de aproximativ 1/10. Rolul valorii acestui raport în reglarea activităţii 
enzimei este cu atît mai important, cu cît ATP participă în reacţia 
catalizată de PCbx ca substrat si ca activator alosteric al enzimei 
(Keech si Barrit, 1967). În mod particular PObx din mitocondriile 
hepatice de şobolan este inhibată de către ADP, astfel încît efectul 
acestuia este suprimat nu de către ATP, ci de către Pa (Walter şi 
colab., 1966). l 2. HS 

Sensibilitatea enzimei la două dintre elementele sistemului 
adenilic, precum $i la Pa permite exercitarea unui control asupra 
activităţii sale de către starea, energetică a celulei. 

PCbx este inhibată într-o manieră specifică de către malonil-CoA 
(Mehlman si Walter, 1968 ; Serutton si Utter, 1967). Existá o serie de 
obiecţii la eventualul rol al malonil-CoA în reglarea PCbx şi deci 
şi a GNG.. 

În primul rînd, singurul sistem complex organizat în care s-a 
demonstrat efectul inhibitor al malonil-CoA asupra PObx sînt mito- 
condriile renale de şobolan (Mehlman $i Walter, 1968); or, se ştie 
că biosinteza acizilor graşi în rinichi decurge cu o intensitate foarte 
scăzută (Masoro și Porter, 1965 ; Medes şi colab., 1952). În acest caz 
nu se pune problema unui echilibru între GNG, care în cortexul renal 
este bine exprimată, şi lipogenezá, care, în acest organ, este cu totul 
neînsemnată. 

fn al doilea rind, în ficatul de porumbel, în care au loc atit GN G, 
cât si lipogeneza, malonil-CoA este un metabolit a cărui formare și 
utilizare se petrec exclusiv in citoplasmă, pe cînd PCbx este o enzimă 
exclusiv mitocondrială (Utter şi Keech, 1960 şi 1963). 

Localizarea intracelulará a PObx este foarte diferită de la o spe- 
cie la alta $i ea prezintá o importantá deosebită pentru reglarea GN G. 
În ficatul puilor de găină (Utter gi Keech, 1960) si in cel al porumbe- 
lului (Utter şi Keech, 1963 ; Newsholme si Gevers, 1967) enzima este 
exclusiv mitocondrialá. fn ficatul de şobolan unii autori au găsit-o 
numai ín fractiunea mitocondrială (A. D. Freedman $i Kohn, 1964; 
Struck si colab., 1966), iar alţii (Henning $1 Seubert, 1964; Prinz 


— ab. 
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şi Seubert, 1964) îi atribuie o dublă localizare : mitocondrială (70— 
84%) şi citoplasmatică (16 —30%). Se putea bănui că prezenţa enzi- 
mei în citoplasmă se datorește unui artefact introdus de tehnica 
 fractionárii omogenatului, aga cum a demonstrat Wagle (1964), res- 
pectiv cá in timpul preparárii omogenatului o parte din PCbx legatà 
de mitocondrii se solubilizeazá, trecînd astfel in componenţa fracțiunii 
solubile a omogenatului. Ulterior, însă, utilizînd procedee controlate 
de fractionare şi extragere, Henning şi colab. (1966) au arătat cá 
aproape 50% din activitatea PCbx din ficatul de şobolan poate fi 
considerată ca extramitocondrială. Problema a fost reexaminată de 
către Marcó şi colab. (1969), care au arătat că în ficatul sobolanilor 
inanitiati cel mult 15% din activitatea PCbx totală este localizată in 
citoplasmă. Vom nota, în sfîrșit, că în ficatul bovin enzima are de 
asemenea o dublă localizare : mitocondrială (74%) şi citoplasmatică 
(26%) (Ballard şi colab., 1968). 


PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE FOSFOENOLPIRUVATCARBOXIKINAZEI 
(PEPCbxk) | 


Enzima care catalizează decarboxilarea GTP- sau ITP-depen- 
dentá a oxaloacetatului cu formare de fosfoenolpiruvat a fost des- 
erisá pentru prima datá de cátre Utter $i Kurahashi (1954) in ficatul 
puilor de găină. 

Spre deosebire de PCbx, PEPCbxk nu este atit de bogată în 
proprietăţi regulatorii. Se cunoaşte inhibarea ei de către GDP si 
IDP, de tip competitiv față de GTP şi, respectiv, ITP (Chang si 
colab., 1966). Oricât ar părea de surprinzător, trebuie remarcat faptul 
că nu se cunosc actualmente modificatori (efectori) ai activităţii 
acestei enzime atît de importante în GNG. Efectul inhibitor al AMP 
asupra enzimei din ficatul de cobai (Holten si Nordlie, 1965) şi al 
ADP asupra enzimei din ficatul de pui de găină (Utter şi Kurahashi, 
1954) se manifestă la concentraţii ale celor două nucleotide care de 
regulă pot apărea numai în condiții experimentale (Gevers, 1967). 
Dacă, din această cauză, un efect direct al adeninnucleotidelor asupra 
activității PEPCbxk pare exclus, atunci un efect indirect al acestora 
poate prezenta importanţă funcţională. S-a demonstrat cá in pre- 
parate mitocondriale din ficat de porumbel intensitatea sintezei 
PEP din oxaloacetat este controlată de valoarea raportului (ATP)/ 
(ADP). (Pa), (Gevers, 1967). De valoarea acestui raport depinde însă 
cea a raportului GTP/GDP, dependenţă mijlocită de acţiunea nucleo- 
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ziddifosfokinazei. Într-adevăr, în experinte pe ficat perfuzat de sobo- 
lan s-a demonstrat că valoarea raportului GTP/GDP depinde strict 
de cea a raportului ATP/ADP (Scholtz si Bücher, 1966). Aceasta 
înseamnă că se exercită, deşi indirect, un control adenilic şi asupra 
activităţii PEPObxk. 

Vom nota, în sfîrşit, că o serie de autori (Foster gi colab., 1967 ; 
Ray şi colab., 1966; Veneziale şi colab., 1967) au obţinut efecte de 
înaltă specificitate ale L-triptofanului asupra activităţii PEPCbxk 
atit im vivo cit şi în vitro, dar eventuala importanță regulatorie a 
acestora nu este deocamdată clari. 

Localizarea intracelulară a PEPCbxk prezintă marcante par- 
ticularitáti în funcţie de specie. Íntr-un studiu detaliat asupra acestei 
probleme, Nordlie si Lardy (1963) au stabilit cá in ficatul de iepure 
enzima este mitocondrialá; in cel de cobai ea este distribuitá intre 
mitocondrii și citoplasmă în proporție de 2/1 (o situatie asemánátoare 
a fost descrisă de alti autori în ficatul bovin (Ballard şi colab., 1968)) ; 
în ficatul de sobolan peste 90%, din activitatea sa este prezentă în 
citoplasmă. În ficatul de porumbel enzima este mitocondrială (Gevers, 
1967) ; in cel de hirciog ea este cu precădere mitocondrială (Daudova 
şi Usatenko, 1970). 

Este foarte important de precizat că la speciile cu dublă 
localizare a enzimei (cobai, şobolan ş.a.) numai cea citoplasmatica 
este implicată în GNG. Acest lucru a fost clar demonstrat de către 
Shrago şi colab. (1963), precum și de către Nordlie şi colab. (1965) 
care au arătat că numai enzima citoplasmatică răspunde în mod 
adecvat la o serie de alterări hormonale (diabet, adrenalectomie, 
administrare de insulină și corticosteroizi) şi dietetice ale GNG. În 
toate aceste stări enzima mitocondrială îşi menţine activitatea la 
un nivel aproape constant. Cu toate acestea, cele două enzime puri- 
ficate din ficatul de cobai sînt foarte apropiate din punctul de vedere 
al proprietăţilor lor catalitice (Holten si Nordlie, 1965). Deocamdată 
nu se cunoaște semnificatia fiziologică a dublei localizări a acestei 
enzime ; nu este exclus ca cea mitocondrială să joace un rol impor- 
tant în reglarea ciclului Krebs. 

În tabelul nr. 20 sînt sumarizate datele privitoare la localizarea 
intracelulará a PCbx si PEPCbxk. 


* 


Rezultatul net al cooperării celor două enzime este conversia 
piruvatului la PEP, ceea ce permite ocolirea barierei energetice de la 
nivelul piruvatkinazei. Localizarea intracelulară diferită a celor două 
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Tabelul nr. 20 
Distribuţia intracelulară a PCbx și PEPUbxk ‘In diverse organe la diferite specii 


PCbx ` | PEPCbxk 
Organul şi specia % din activitatea omogenatului integral 
mitocondrii | citoplasmă | — mitocondrii citoplasmă 
EW 
Ficat (găină) . 100 — 100 m: 
» (porumbel) 100 — 100 TR 
. »- (sobolan) © 2... 90 10 10 90 
» (iepure) 100* - 100** ati 
»  (iepure) 75* 25* 
>»  (cobai) . i . 66 33 
(bou) 75 | 25 — 50 | 50 
Rinichi (iepure) 100 — | — 100 


* Din lucrarea lui D. C, Johnson si colab. (1970). A 
** Din lucrarea lui Nordlie si Lardy (1963). Restul datelor referitoare. la celelate organe şi specii au fost 
luate din lucrările citate în text. 


enzime (PCbx şi PEPCbxk), cel puţin în cazul unor specii, ridică o 
serie de probleme impuse în special de permeabilitatea selectivă a 
membranei mitocondriale față de unii dintre metabolitii implicaţi 
în aceste reacţii. Astfel, în cazul ficatului de cobai şi de şobolan apare 
problema transferului de oxaloacetat din mitocondrii, unde acesta 
este generat, în citosol, unde servește ca substrat pentru sinteza 
PEP. Problema nu este simplă de vreme ce o serie de date experi- 
mentale arată că membrana mitocondrială intactă este putin per- 
meabilá sau impermeabilă pentru oxaloacetat (Borst, 1962; Haslam 
si Krebs, 1968; D. H. Williamson şi colab., 1967). În consecinţă, 
carbonul necesar GN G nu poate fi transferat din mitocondrii in cito- 
plasmá sub formá de oxaloacetat. Cercetárile efectuate in acest sens 
au sugerat cá transferul se face fie sub forma malatului, fie sub forma 
aspartatului care se formează din oxaloacetat in mitocondrii, conform 
schemei prezentate în figura 13. 

În acest sens au fost aduse o serie de dovezi. Astfel: 

— enzimele necesare realizării secvenfei reacţiilor din schema 
au 0 localizare intracelulară adecvată (Marcó şi colab., 1969 ; Shrago 
gi Lardy, 1966), iar în condiţiile de alterare a intensității GNG acti- 
vitatea lor se modifică in mod corespunzător (Shrago şi Lardy, 1966) ; 

; — în mediul de incubație al mitocondriilor intacte, in care se 
adăuga H4CO;, ATP, piruvat Mg++ şi două enzime, glutamat-oxalo- 


ee | 
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. acetattransaminaza şi PEPObxk se formează PEP, ceea ce dovedeşte 
transferul oxaloacetatului sub formă de aspartat din mitocondrii 
în mediu; omiterea transaminazei suprimă formarea PEP (Walter 
şi colab., 1966) ; | 

— supernatantul, obţinut prin centrifugarea omogenatului 
hepatie de şobolan la 105 000 x g, poate sintetiza cu viteze mari PEP 
-din malat si aspartat (Shrago si Lardy, 1966); 

— în mitocondriile hepatice de şobolan, incubate cu piruvat 
şi H4CO; plus cofactorii necesari, produgii care se formează în canti- 


Mitocondrie Citoplasmă 
-. MALAT — MALAT 
Fig. 13. — Cáile de transfer al oxalo- NAD* NAD* 
acetatului (OX AC.) din mitocondrii in ci- 
toplasmá. PIR., piruvat ; PEP, fosfoenol- s : 
piruvat. Cifrele indică enzimele care NADH NADH 


catalizează reacțiile implicate în transfer : 


1 şi 6, glutamatooxaloacetat trans- pp? OxAC. | OXAC.——PEP - 
aminaza mitocondrială şi, respectiv, cito- 
plasmatică ; 3 și 4, malatdehidrogenaza 
NAD-dependentă mitocondrială si, res- 
pectiv, citoplasmaticá; 2, piruvatcar- Ro 1 6 
boxilaza ; 5, PEP-carboxikinaza. 


ASPARTAT —-- ASPARTAT 


tátile cele mai mari sînt malatul şi citratul (Lardy şi colab., 1965; 
Haynes, 1964), iar la adăugarea glutamatului, şi aspartatul (Lardy 
şi eolab., 1965) ; această situaţie a fost observată şi in mitocondriile 
renale (Mehlman si colab., 1967); ~~ 

— viteza de acumulare a malatului în mitocondrii în prezenţa 
piruvatului și a HCOs (18 umoli/g ţesut proaspát/orá) (Haynes, 
1965) este suficientă pentru a furniza mai mult de 50% din mate- 
rialul necesar GNG, a cărei intensitate este — în secţiunile de ficat 
de şobolan — de aproximativ 15 umoli/g ţesut proaspăt/oră (Haynes, 
1964), ceea ce înseamnă consumul a 30 umoli piruvat/g ţesut 


proaspát/orá ; 

— în sfîrșit, membrana mitocondrială este perfect permeabilă 
pentru aspartat; în ceea ce priveşte malatul, lucrurile trebuie să 
stea, la fel, de vreme ce nu s-a înregistrat existenţa unor gradienti de 
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concentraţie a malatului între mitocondrii și citoplasmă (Gamble, 
1965). 

‘inate C al oxaloacetatului din mitocondrii in citoplasmă 
sub forma malatului asigură in același timp gi furnizarea echivalen- 
pilor reducători, necesari GNG. 

Rezultă că, la speciile în ficatul cărora PEPCbxk este localizată 
cu precădere sau exclusiv în mitocondrii, nu este necesar transferul 
oxaloacetatului prin membrana mitocondrială, deoarece formarea 
şi conversia lui la PEP au loc în acelaşi compartiment celular. Apar 
însă alte două probleme. Una privind transferul PEP din mitoconării 
în citoplasmă ; în acest sens trebuie notat că, în drumul său prin 
membrana mitocondrială, PEP nu întîmpină bariere de permeabili- 
tate (Heldt și Klingenberg, 1965), deşi mecanismul de transfer este 
un proces destul de complex. A doua problemă se referă la furni- 
zarea, echivalentilor reducátori în cazul cînd GNG porneşte de la 
piruvat sau de la alte substrate care nu implică o dehidrogenare în cito- 
plasmă. Se poate presupune, desigur, un transfer de H* din mito- 
eondrii în citoplasmă, paralel cu transferul PEP. 


CĂI ALTERNATIVE CARE EXCLUD PARTICIPAREA ' PIRUVATCARBOXILAZEI 
ÎN STADIILE INIȚIALE ALE GLUCONEOGENEZEI 


Gluconeogeneza din aminoacizi 


Din cele expuse pînă aici cu privire la acţiunea, cuplată a celor 
două enzime (PCbx şi PEPObxk) reiese că ea este strict necesară in 
GNG din lactat si piruvat. Or, este bine stabilit faptul că aceşti doi 
produşi nu sînt singurele substrate ale GNG. Este demult şi bine 
cunoscut faptul că o serie de aminoacizi pot fi utilizaţi ca precursori 
ai glucozei. Analizînd căile metabolice de degradare a aminoacizilor 
în organismul animal vom observa că nu toţi cei glucogenici formează 
în mod obligatoriu piruvatul, ceea ce exclude participarea PCbx 
în GNG din aceștia. Unii dintre ei formează intermediari ai ciclului 
Krebs, a căror conversie la PEP necesită numai participarea PEPCbxk 
(căile intrării diferiților aminoacizi în GNG sint redate schematic 
in fig. 14). | 

Acest lucru este foarte important, deoarece eficacitatea unor 
Aminoacizi, ca substrat pentru GNG, care nu intră în GNG prin 
intermediul piruvatului este mare atât în ficat (tabelul nr. 21), cit 
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şi în cortexul renal (tabelul nr. 22). Vom nota aici că, în general, 
aminoacizii sînt precursori eficace in GNG ; contribuţia relativă a, lor 
la GNG în condiţii fiziologice reiese clar din datele prezentate în 
tabelul nr. 23. Este de aşteptat ca în condiţii de inanifie, diabet sau 
regim alimentar sărac în glucide contribuţia lor să crească și mai mult. 


GLUCOZĂ 
PEP i 
OXAC. 3— ———— PIRUVAT «—— LACTAT 
n id 
MALAT ACETIL-COA 


i CITRAT 
E> FUMARAT 


SUCCINAT «-06 


SUCCINIL-CoA - 


Fig. 14. — Cáile de formare a oxaloacetatului (OXAC.) din diferiţi 
aminoacizi glucogenici. PEP, fosfoenolpiruvat ; «-OG, &-oxoglu- 
tarat. Denumirea aminoacizilor este prescurtată conform uzanțelor 
internaționale. De observat că majoritatea aminoacizilor glucogenici 
generează OXAC. fără să treacă prin termenul de piruvat. 


La rumegătoare, în organismul adult hránit normal, GN G din amino- 
acizi poate justifica mai mult de 50% din valoarea turnoverului 
glucozei sanguine (Bergman și colab., 1966). 

Trebuie notat faptul că activitatea unor enzime hepatice res- 
ponsabile de inițierea degradării aminoacizilor pînă în stadiul în care 
Scheletul carbonic al acestora poate fi precursor al PEP este destul 
de mare în raport cu activitatea PEPObxk. Astfel, activităţi între 
4 300 si 43 000 umoli/g ţesut uscat;/oră la 38°C prezintă glutamat- 
oxalacetat- si glutamat-piruvattransaminazele (F. Rosen si colab., 
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1959 ; Waldorf și colab. 1963). Unele enzime care iniţiază degradarea 
altor aminoacizi precursori ai glucozei prezintă activități între 200 
şi 1 000 pmoli/g ţesut uscat/orá la 38°C. Astfel sint triptofanpirolaza 
(Civen si Knox, 1959), tirozintransaminaza (Lin si Knox, 1957), 


Tabelul nr. 21 


Eficacitatea diferiților precursori, ca substrat pentru GNG, in ficatul 
perfuzat de şobolan normal (după Ross şi colab., 1967 a) 


Intensitatea GNG 


Substratul umoli/g țesut 
proaspăt /oră* 
L-Lactat 63,6 
Piruvat 61,2 
L-Serină 58,8 
L-Alanină 39,6 
L-Prolină** 33,0 
L-Arginină** 16,2 
L-Valină** yv. 
L-Izoleuciná** 13,2 
L-Treoniná** 24,0 
L-Glutamat ** 18,6 
L-Glutaminá** 27,0 
L-Aspartat ** 13,8 
L-Asparaginá ** 30,6 
Oxaloacetat 73,2 
Succinat 14,4 
a-Oxoglutarat 15,0 
Fumarat 11,4 
L-Malat 13,8 


* Pentru a exprima intensitatea GNG In umoli/g tesut uscat/ 
oră, valorile din tabel trebuie inmultite cu 4; se obţin astfel valori 
care se pot compara cu cele din cortexul renal (tabelul nr. 22). 

** Aminoacizii care intră în GNG ocolind termenul de piruvat. 


serin- si treonindehidraza (Freedland şi Avery, 1964) si ornitintrans- 
aminaza (Pitot si Peraino, 1963), (toate in ficatul de şobolan). Desi 
activitatea PEPCbxk în ficatul de şobolan (170—200 umoli/g ţesut 
uscat/oră la 37°C) (H. A. Krebs, 1966; Lardy, 1965) este mai mică 
decît activitatea oricăreia dintre enzimele citate, nu este exclus ca 
în cazul GNG din a doua grupă de aminoacizi factorul limitant să 
fie totuși enzimele care inițiază degradarea aminoacidului. Aceasta 
pare cu atît mai verosimil, cu cit scheletul carbonic al aminoacizilor 
respectivi este transformat nu numai în precursori ai glucozei, ci $i 
în alti compuși care străbat alte cái metabolice. 
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Existenţa acestor căi alternative de introducere a aminoacizilor 
în secvența GNG fără participarea PCbx poate explica decalajul 
dintre modificarea activităţii PObx gi PEPObxk în diferite stări de 
GNG crescută. Astfel, o serie de date (Shrago si colab., 1963 ; Wagle 


Tabelul nr. 22 


Intensitatea GNG din diferiţi precursori in secţiuni de cortex renal 
de şobolan menţinut la o dietă săracă in glucide (după 
H. A. Krebs, 1964) 


Intensitatea GNG 


Sabsrratus umoli/g ţesut uscat/oră 
L-Lactat . 200 
Piruvat | 450 
Fumarat 371 
Succinat 433 
Oxaloacetat 248 
&-Oxoglutarat 425 
L-Aspartat 112 

: : L-Glutamat 263 
L-Proliná 146 
L-Arginină 37 


şi Ashmore, 1963 și 1964) arată că în ficatul sobolanilor diabetici 
activitatea PEPCbxk se intensifică într-o măsură mai mare decît 
cea a PCbx. Trebuie remarcat însă, că alti autori nu gásese modificări 
apreciabile ale activităţii PCbx în ficatul sobolanilor aloxan-diabetici, 
dar le găsesc numai pentru PEPCbxk (H. A. Krebs, 1966). 


Tabelul nr. 23 


Intensitatea GNG din diferite substrate în ficatul periuzat de şobolan (după 
Exton si Park, 1967)* 


Concentrația in Intensitatea GNG 
Substratul perfuzat mM umoli/g ţesut proaspăt/oră 
Lactat | 1 - 51 
Piruvat | 0,1 12 
A minoacizi | ** | 91 


doses esum 
* Valorile au fost obținute in experienţe pe ficat recoltat de la sobolani în add 
jnanifiati 18—22 de ore. 
** Acestia au fost administra(i în perfuzat la concentratia lor din plasmă. 
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Gluconeogeneza din propionat 


Participarea PCbx in GNG este exclusá si în cazul in care pre- 

cursorul glucozei este propionatul. GN G din propionat este un proces 
metabolic major la mamiferele rumegătoare, deoarece acest inter- 
mediar, format în cantităţi mari în tractul digestiv, este apoi absor- 
bit ca atare în sînge. Unii autori (Lindsay, 1959) au sugerat chiar că 
propionatul ar fi principalul substrat utilizat pentru GNG în orga- 
nismul acestor animale. Determinări mai recente, însă, au arătat 
că GNG pe seama propionatului poate acoperi între 20 şi 40% din 
turnoverul glucozei sanguine la oaie (Bergman si colab., 1966), care 
este de aproximativ 0,20 g/oră/kg greutate corporală (Bergman, 
1963 și 1964) (prin urmare, la o oaie de 20 kg turnoverul glucozei 
sanguine este de 4 g/oră, din care 1,6 g (40%) se realizează pe seama, 
propionatului, ceea ce înseamnă conversia în glucoză a 1,3 g propionat/ 
oră). Propionatul servește ca precursor al glucozei şi în organismul 
mamiferelor monogastrice, așa cum s-a demonstrat în experienţe pe 
secțiuni de ficat de şobolan (Landau gi colab., 1960). Contribuţia, 
propionatului la GN G în aceste organisme nu este cunoscută însă cu 
precizie. 
Conversia propionatului la PEP, confirmată de numeroase 
cercetări experimentale (Flavin și Ochoa, 1957; Katz și Chaikoff, 
1955; Lardy și Adler, 1956; Beck şi Ochoa, 1958; Tietz şi Ochoa, 
1959), are loc conform secvenfei care urmează : 

propionat + ATP + CoA — propionil -CoA + AMP + P-Pa 

propionil-CoA + ATP + CO,—metilmalonil-CoA + ADP +Pa 

metilmalonil-CoA + propionil-CoA — succinil-CoA + propio- 
nil-CoA. Suceinil-CoA astfel format se metabolizează in ciclul Krebs 
la oxaloacetat care este apoi convertit in PEP. Această secvenţă 
explică o serie de observaţii mai vechi referitoare la comportamentul 
metabolic al propionatului selectiv marcat cu “C (Daus si colab., 
1952 ; Lorber și tolab., 1950 ; Shreeve, 1954). Trebuie remarcat faptul 
că, odată convertit; la suceinat, propionatul nu serveşte cu necesi- 
tate ca precursor al glucozei. Astfel, din cantitatea totală de propio- 
nat absorbită în sistemul portalla oaie, numai 50% este convertită în 
glucoză iar restul utilizată în alte sinteze sau în alte căi metabolice 
(Bergman și colab., 1966). Rezultate similare s-au obținut şi în expe- 
riente pe secțiuni hepatice de oaie (Leng si Annison, 1963) si de 
șobolan (Landau şi colab., 1960). Idependent de soarta metabolică a 


A 


» 
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propionatului, el trebuie să parcurgă secvența prezentată. Factorii care 
decid distribuţia sa între calea spre PEP și alte căi metabolice acti- 
onează după stadiul succinatului, şi asupra lor vom mai reveni. 


Gluconeogeneza din a-oxoglutarat 
O serie de date experimentale obținute de Wagle ( 1965) pe ficat 


de şobolan diabetic au condus la formularea unui mecanism (repre- 
zentat schematic în fig. 15) prin care a-oxoglutaratul poate să ser- 


E» 
V stis ee 


OXAC. OXAC. ~ ACETIL-CoA 
MALAT CITRAT 
a b 
FUMARAT ` cis-ACONITAT 
SUCCINAT l IZOCITRAT 
NADP * 
f NADPH 


GLUTAMAT CO, 


Fig, 15. — Calea directă (a) și inversă (b) de metabolizare a 
glutamatului și «-oxoglutaratului. PEP, fosfoenolpiruvat. 


vească ca precursor al PEP, pe altă cale decît cea a reacţiilor directe 
din ciclul Krebs. 

Această cale este mijlocită de izocitratdehidrogenaza NADP- 
dependentă, care catalizează o reacție reversibilă (Ochoa, 1945 si 
1948). Vom preciza aici, fără a intra în detalii, că această cale poate 
virtual să procure substrat pentru sinteza glucozei, dar că, din punct 
de vedere cantitativ, ea nu este importantă. Dealtfel există O Serie 
de argumente care pledează pentru participarea sa mai degrabă în 
lipogeneză decît in GNG (partea a II-a, cap. I). 
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Gluconeogeneza din piruvat. Rolul malic-enzimei in gluconeogeneză 


Vom analiza, în sfîrşit, o ultimă posibilitate de introducere a 
carbonului în GNG cu participarea obligatorie a PEPCbxk, dar fără, 
participarea PCbx. Este vorba despre participarea malic-enzimei 
sau malatdehidrogenazei N ADP-dependente, care catalizează reacţia : 


malat + NADP+ — piruvat + CO,-- NADPH + H+. 


Cum reacţia este reversibilă, i s-a atribuit de către Ochoa și colab. 
(1950) un rol de sinteză a acizilor dicarboxilici din piruvat şi CO,. 
Într-adevăr, această reacție procură o cale de conversie a piruvatului 
în oxaloacetat conform secventei : 


piruvat + CO, + NADPH + H+ — malat + NADP+ 
malat + NAD+ — oxaloacetat + NADH + H+ 
suma : piruvat + CO, — oxaloacetat 


Oxaloacetatul astfel format poate fi convert.t in PEP. 

Datele pe baza cărora s-a atribuit acestei enzime un rol în GNG 
au fost obținute în experienţe in care s-a urmărit soarta “C al piru- 
vatului, în special localizarea sa în molecula, glucozei. sintetizate 
de novo în prezenţa piruvatului selectiv marcat. Astfel numeroase 
cercetări experimentale au arătat că C2 al piruvatului se localizează, 
în molecula glucozei nu numai în poziţiile 2 şi 5, dar şi în 1 $16 (Bloom 
si Foster, 1962 ; B. Friedman și colab., 1956 ; Hoberman și D'Adamo, 
1960 si 19602; Lorber si colab., 19502; Minthorn și colab., 1959 ; 
Shreeve, 1954; Topper si Hastings, 1949). Ulterior, s-a arătat însă 
că datele izotopice nu permit o discriminare între cele două cái — 
piruvatearboxilazică si malic-enzimei — de conversie a piruvatului 
in oxaloacetat (pentru detalii vezi Seubert si Huth, 1965). O serie de 
date însă permit concluzia că rolul malic-enzimei în GN G este aproape 
exclus. Iată cîteva dintre ele: 

l — enzima prezintă o activitate foarte scăzută în ficat şi rinichi, 
singurele organe capabile de GNG la mamifere, şi una foarte crescută 
în țesutul adipos şi în suprarenale, care se caracterizează prin exis- 
tenta unor procese intense de biosinteze reductive ; cîteva date edifi- 
catoare în acest sens sînt prezentate în tabelul nr. 24; 

— echilibrul reacției catalizate de malic-enzimă este mult 
deplasat spre formarea piruvatului din malat în condiţii fiziologice 
(Kun, 1963); activitatea enzimei, măsurată ca o carboxilază la con- 
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centraţii fiziologice de HCO;, este doar de 7,8 umoli/g de ţesut; 
proaspăt/oră (Seubert si Huth, 1965), ceea ce ar putea să acopere 
doar 10% din capacitatea GNG în ficat, care este de aproximativ 
60 umoli/g de ţesut proaspăt/oră (Exton gi Park, 1965; Hems si 
colab., 1966) ; 


Tabelul nr. 24 


Activitatea malatdehidrogenazei NADP-dependente în diferite organe la 
şobolan (după Wise si Ball, 1964) 


umoli NADPH format/g 


i aa ţesut proaspăt/oră 
Ficat | 56 
Rinichi 32 
Tesut adipos 466 
Suprarenale 200 


— inhibarea activităţii PCbx cu inhibitori specifici (oxamida, 
şi fenilpiruvatul) atrage după sine o scădere cu 90% a intensității 
GNG din lactat şi piruvat în secţiunile de cortex renal de şobolan 


(H. A. Krebs si DeGasquet, 1964; Seubert si Huth, 1965); dacă, 


GNG din piruvat s-ar face cu participarea malic-enzimei (care nu este 
inhibatá de cei doi inhibitori), atunci aceşti inhibitori nu ar trebui 
să afecteze intensitatea GNG din lactat şi din piruvat; 

— în sfîrșit, o mulţime de date arată că activitatea malic-enzimei 
nu se modifică in mod corespunzător cu intensitatea GNG. Astfel, 
în ficat activitatea sa crește la o dietă bogată în glucoză sau fruetozá 
(Fitch si Chaikoff, 1960), scade in inanitie și revine la normal după. 
hrănire (Pande și colab., 1964 ; Shrago şi colab., 1963 ; Tepperman si 
Tepperman, 1964; Vaughan şi Winders, 1964), scade în ficatul ani- 
malelor aloxan-diabetice (Freedland, 1964; Tepperman şi Tepper- 
man, 1964) şi după administrarea triamcinolonului (Ashmore si 
colab., 1964), un glueocorticoid sintetic care induce o GNG crescută. 
Deci activitatea sa scade cînd GNG este crescută şi invers. Aceste 
date gi altele (asupra cărora vom insista în partea a II-a, cap. I) 
oferă o bază solidă concepţiei potrivit; căreia malic-enzima nu este 
implicată în GNG, ci in lipogeneză. 


* 


Am insistat asupra acestor cái alternative din stadiile iniţiale 
ale GNG din mai multe motive. Unele dintre aceste căi au constituit 
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obiectul unor controverse şi era necesară o clarificare a stadiului 
actual al cunoştinţelor asupra lor. Ele se înscriu în sfera proceselor 
metabolice care stabilesc o relaţie între GNG și alte căi metabolice, 
ceea ce impune o referire la căile discutate pînă aici atunci cînd vorbim 
despre reglarea GNG. 

PEP odată sintetizat parcurge drumul invers glicolizei, repre- 
zentat în figura 12, cu participarea enzimelor comune glicolizei şi 
GNG pînă în stadiul de fructozo-1,6-difosfat, cînd intervine o a treia 
enzimă specifică GNG, și anume FDP-aza. Înainte însă de a descrie 
cîteva proprietăţi regulatorii ale acestei enzime, ne vom opri asupra 
a două aspecte importante pentru reglarea GNG, pe care le prezintă 
secvenţa cuprinsă între PEP şi fructozo-1,6-difosfat. Primul se referă 
la relaţia dintre PEPCbxk şi PK, iar al doilea la reacţia catalizatá 
de GA3PDH. 


RELAŢIA DINTRE FOSFOENOLPIRUVATCARBOXIKINAZĂ 
ȘI PIRUVATKINAZĂ 


Ficatul şi cortexul renal, spre deosebire de alte ţesuturi, se 
caracterizează prin coexistenta GNG cu glicoliza, deci prin coexis- 
tenfa a două secvenţe metabolice de sens opus. La prima vedere s-ar 
părea, că ceea ce construieşte o cale distruge cealaltă. Este clar cá 
punctele pasibile de a fi obiectul acţiunii de sens contrar a celor două 
căi sînt acelea la nivelul cărora apar intermediari comuni acestora, 
dar pe căi diferite în fiecare dintre ele. Astfel, PEP apare în GNG 
ca produs al reacției catalizate de PEPCbxk şi în glieolizá ca produs 
al reacției enolazice ; simultan, el este un substrat al reacției catali- 
zate de PK, dar şi un substrat al reacției enolazice. Prin urmare, 
teoretic, există posibilitatea ca PEP format in GNG să fie reconvertit 
la piruvat în glicoliză, conform schemei din figura 16. 

Operarea unui astfel de ciclu duce la o risipă de energie. În 
celulă însă, practic, aceasta nu se petrece datorită unor aranjamente 
metabolice menite să evite astfel de pierderi energetice, probabil 
lipsite de importanță pentru celulă. Pentru ca un astfel de ciclu să 
nu fie funcţional se cere ca atunci cînd operează o cale (GNG, spre 
exemplu) cealaltă — de sens opus (glicoliza) — să fie automat blocată. 

n cazul analizat; de noi este necesar ca în condiţii de GNG crescută, 
„activitatea PK să scadă foarte mult, ceea ce permite metabolizarea 
. PEP spre fructozo-1,6-difosfat şi nu spre piruvat. 
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În realizarea unui astfel de mecanism o importanță deosebită 
prezintă cîteva proprietăţi ale PK asupra cărora n-am insistat la 
reglarea glicolizei. Această enzimă este inhibată de ATP în limite 
fiziologice de concentraţie (Lowry și Passonneau, 1964; McQuate 
şi Utter, 1959; Raynard şi colab., 1961, Seubert și Huth, 1965). 
Înseamnă că la concentraţii crescute de ATP sau, altfel spus, în 


Co; 
| GDP PEP ADP 
Fig. 16. — Ciclul risipitor de energie 3 1 
dintre fosfoenolpiruvat (PEP) si piruvat. GTP m 


OXAC., oxaloacetat. Cifrele indicá reac- 
tille catalizate de enzimele implicate in OXAC. PIRUVAT 
ciclu: J, piruvatkinaza; 2, piruvatcar- 

boxilaza ; 38, PEP-carboxikinaza. 


2 2 


ADP+Pa ATP 


condiţiile creșterii potenţialului energetic al celulei — ceea ce constituie 
fondul adecvat pentru ca GNG să decurgă — activitatea PK va fi 
inhibată. Vom vedea că reglarea celor două căi de către starea ener- 
getică a celulei se exercită și la alt nivel al GNG şi al glicolizei, şi 
anume la cel al reacției catalizate de FDP-ază. 

O altă proprietate a PK, dar numai de tip L (hepatic), este 
stimularea sa de către fructozo-1,6-difosfat (E. Bailey ‘si colab., 
1968 ; Carminati şi colab., 1968 ; Milman gi Yurowitsky, 1967 ; Tanaka 
şi colab., 1967; Taylor si Bailey, 1967). Acest intermediar este, 
cum se va arăta, substrat si inhibitor pentru FDP-azá şi, după cum 
am văzut la glicoliză, un produs si un activator al PK. Fructozo-l, 
6-disfosfatul activează enzima scăzind valoarea Km a acesteia 
pentru PEP. 

Este tentant să atribuim acestei relaţii un rol reglator în inter- 
acţiunea dintre GNG și glicoliză la nivelul PEP, din trei motive: 
această proprietate o prezintă numai PK de tip L, deci cea care se 


găseşte într-un organ în care cele două căi metabolice coexistă ; 


efectul stimulator al fructozo-1,6-difosfatului asupra enzimei este 
de înaltă specificitate ; in sfirgit, acest intermediar ocupă o poziţie 


cheie în ambele căi metabolice. 


9 — c 473 


iil. 


CE Scanned with OKEN Scanner 


UCONEOGENEZA 
130 nim 


Deşi concentraţia fructozo-1,6-difosfatului, la care acesta, 
exercită un efect stimulator asupra PK (cuprinsă între 10 și 500 uM 
(Carminati şi colab., 1968 ; Susor și Rutter, 1968; Taylor $i Bailey, 
1967)) este mai mare dcit concentraţia sa în ficat, cuprinsă între 22 
și 52 uM (Beinert si Hohorst, 1963 ; H. B. Burch, 1965; Hohorst si 
colab., 1959; Sóling şi colab., 1966), se poate imagina totuşi că o 
scădere a concentraţiei sale va duce la diminuarea activităţii PK, 
micgorind în felul acesta posibilitatea captării PEP și reciclizării 
sale. Într-adevăr, în ficatul șobolanilor inanitiati, diabetici sau men- 
ţinuţi la un regim bogat în lipide, concentraţia fructozo-1,6-difos- 
fatului scade aproape la jumătate (Sóling si colab., 1966). În aceste 
condiţii, activitatea PK este scăzută (H. A. Krebs și Eggleston, 1965 ; 
Takeda şi colab., 1967). Ambele evenimente se asociază cu o GNG 
crescută. Prin urmare, în aceste condiţii este evitată simultaneitatea 
acţiunii celor două enzime — PEPCbxk si PK. Într-adevăr, în condiţii 
de GNG crescută, cînd activitatea PEPObxk din ficat se intensifică 
mult, activitatea PK scade foarte mult, după cum rezultă din tabelul 
nr. 25. 


Tabelul nr. 25 


Modificarea activităţii PK și PEPCbxk în ficatul de şobolan In diferite 
condiții experimentale 


Activitatea 


Activitatea PK* PEPCbxk** 


Starea animalului 


umoli/g ţesut proaspát/ oră la 25°C 


a e nas 


Hrănit normal, cu dietă 


standard 1 632 28,8 
Hrănit cu dietă săracă 
în glucide 376 44,4 
Inanitie (24 de ore) 714 37,2 
» (48 de ore) 594 


* Din lucrarea lui H.A. Krebs si Eggleston (1065). 
** Din lucrarea lui H.A. Krebs (1966). 


Este important să notăm că numai PK hepatică şi nu şi cee 
musculară răspunde la alterări ale regimului alimentar, la adminis- 
trare de insulină sau în diabetul aloxanic (H. A. Krebs şi Eggleston, 
1965; Weber gi colab., 1965). Mai mult, PK hepatică are cu totul 
alte proprietăţi cinetice şi moleculare decît PK musculară, ceea 
ce reflectă o adaptare de nivel molecular a celor două enzime là 


muet utri RM 
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specificitatea de ţesut a metabolismului. Cum în muşchi GNG nu 
este o cale metabolică importantă, aici nu apare problema relaţiei 
dintre PEPCbxk si PK în reglarea metabolismului PEP ; în ficat 
însă, activitatea PK trebuie modulată nu numai în funcție de necesi- 
tatea celulei pentru glicoliză, ci si față de cea pentru GNG. 


Din tabelul nr. 25 se mai desprinde un lucru important, şi 
anume că în toate condițiile date activitatea PK întrece cu mult 
pe cea a PEPCbxk. Teoretic, aceasta înseamnă că în orice condiții 
întreaga cantitate de PEP formată în GNG poate fi cu ușurință 
degradată din nou la piruvat. În realitate însă acest lucru nu se 
petrece. Deci înseamnă că, în afară de factorii de reglare a activităţii 
PK descriși, trebuie să intervină, și alții, deocamdată necunoscuţi. 
Nu este exclus ca unul dintre aceştia, să fie capacitatea PK hepatice 
de a se converti într-o formă a cărei activitate este independentă 
de fructozo-1,6-difosfat, cum s-a arătat relativ recent (Susor gi 


Rutter, 1968 ; Tanaka si colab., 1967). Problema nu este deocamdatà 
detaliat studiatá. 


REACȚIA GLICERALDEHIDTRIFOSFATDEHIDROGENAZICÁ. SURSE DE ECHIVALENTI 
REDUCĂTORI PENTRU GLUCONEOGENEZĂ 


Conversia 1,3-difosfogliceratului la gliceraldehidtrifosfat cata- 
lizată de GA3PDH necesită NADH. Aceasta, este de fapt singura, 
reacţie reductivă din întreaga secvență a GNG Şi i s-a atribuit cali- 
tatea de factor limitant al conversiei piruvatului în glucoză în ficatul 
perfuzat de cobai (Haeckel şi Haeckel, 1968). Presupunerea aceasta, a, 
fost formulată pe baza unor date care arată că etanolul, ce generează, 
cu viteză mare NADH în citoplasmă, pe de o parte, stimulează GNG 
din piruvat, dar nu si din lactat. Pe de altă parte însă, etanolul nu 
afectează intensitatea GNG în secțiuni de ficat de şoarece (H. A. 
Krebs şi colab., 1967), unde, de asemenea, generează în aceeaşi 
reacţie NADH. 

În funcţie de compartimentul celular în care sînt generati 
echivalenţii reducători utilizaţi în GNG distingem următoarele 
două situaţii: 

a) Aceștia sint generati in citoplasmă, unde este localizatá 
| gi GA3PDH. În acest caz ei sint utilizaţi pe loc. Este cazul GN G 
din lactat. Lactatul poate furniza întreaga cantitate de H*, cind 


. GNG pornește de la lactat (2 moli de lactat generează 9 moli de 


u^. 
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Ht, ceea ce este exact necesarul pentru sinteza a 1 mol de glucoză 
din 2 moli de lactat). | i 

b) Aceştia sînt generati în mitocondrii, ceea ce face necesar 
transferul lor în citoplasmă pentru putea fi utilizați în GNG. În 
acest caz trebuie făcută o distincție între două grupe de precursori: 
una, în care intră intermediari mult mai reduşi decit glucoza, cum sint 
glutamatul, prolina, propionatul, citratul şi succinatul; alta a 
intermediarilor mult mai oxidati decît glucoza, cum este piruvatul. 
Echivalentii reducători necesari GNG din precursorii primei grupe 
sînt continuti în însăși molecula acestora. Ei sint doar transferați 
de pe aceștia pe malat (în reacţiile ciclului Krebs) care părăseşte 
mitocondria ducind cu sine H+ şi carbonul necesar GNG. Echivalertii 
reducători, necesari GNG din piruvat, sint furnizati in citoplasmá 
tot, sub forma malatului. În acest caz însă, ei trebuie să fie generati 
din precursorul insusi, piruvatul, ceea ce inseamná cá o parte din 
acesta trebuie să ardă în ciclul Krebs la CO,, eliberind astfel H care 
este transferat; pe oxaloacetat cu formare de malat. Într-adevăr, 
s-a, arătat că în secţiunile de cortex renal de şobolan cantitatea de 
piruvat consumată este mult mai mare decit cea care poate fi ras- 
punzătoare de formarea glucozei sau a altor produşi (H. A. Krebs 
şi colab., 1967). Aceasta înseamnă că o parte din piruvat a fost 
arsă la CO, iar H eliberat în aceste reacţii a servit parţial pentru 
reducerea oxaloacetatului la malat si partial pentru fosforilarea 
oxidativá, generind ATP necesar GNG. 

-~ În cazul precursorilor din prima grupă nu apare obligativitatea 
unei astfel de distribuții (deci a arderii totale a unei părți din canti- 
tatea de precursor), deoarece echivalentii reducători necesari atit 
GNG, cit si fosforilárii oxidative sint continutiin cantitate suficientă 
în molecula acestora şi ei se eliberează în reacţiile care duc de la pre- 
cursor la oxaloacetat. În tabelul nr. 26 se dă un calcul pentru cazul 
cînd glutamatul servește ca precursor al glucozei. 

fn cazul piruvatului, calculul făcut după acelaşi principiu 
ca si pentru glutamat arată că spre a se asigura echivalentii reducá- 
tori și ATP necesari sintezei unui mol de glucoză din 2 moli de piruvat 
este necesară arderea completă în ciclul Krebs a unui mol de piruvat. 
Aceasta, înseamnă că 1/3 din cantitatea dată de piruvat arde total 
pentru a asigura calea spre glucoză a celorlalte 2/3. Acelaşi tablou, 
dar cu mici diferenţe cantitative, este valabil şi în cazul lactatului. 
Aceste valori sînt teoretice; experimental, lucrurile nu se petrec 
însă la fel; mai mult piruvat; si lactat (decit 1/3) sînt arsi la CO, gi 
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apă decît se obţine teoretic atit în ficat, cit si în cortexul renal (H. A. 
Krebs și colab., 1967). Acest lucru nu este surprinzător, de vreme 
ce totdeauna în celulă decurg alături de GNG şi alte procese meta- 
bolice, care consumă energie, generează sau utilizează echivalenți 
_reducători etc. 


Tabelul nr. 26 


Cantitatea de ATP si de echivalenți reducători generată în cursul 
conversiei glutamatului in oxaloacetat (2 moli glutamat -> 2 moli oxalo- 
acetat > 1 mol glucoză) 


moli de H ge- | moli de ATP ^ 
i nerati/mol de generati/mol 
PERI lintermediar/ PIO | de interme- 
| stadiu diar/stadiu 
Glutamat—«-oxo- 
glutarat 1 3 3 
«-Oxoglutarat > 
succinat 1 4 4 
Succinat —fumarat 1 2 2 
Fumarat— malat -— -— — 
Malat—oxaloacetat 1 3 3 
Total pentru 2 4x2=8 12x 2=24 
moli de glutamat 
Necesar pentru 
1 mol de glu- 2 5 
coză 
Excesul fata de 
necesarul pentru 6 12 


1 mol de glucozá i 


În sfîrșit, vom sublinia, cá în cazul în care echivalentii reducátori 
pentru GNG sînt generati intramitocondrial, transferul lor în cito- 
plasmă se face sub forma unor intermediari (cum este malatul) şi 
in nici un caz sub forma piridinnucleotidelor reduse, deoarece mem- 
brana mitocondrială nu este permeabilă pentru aceștia (Kaufman 
şi Kaplan, 1960; Lebninger, 1951; Purvis şi Lowenstein, 1961). 
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PROPRIETĂŢI REGULATORII ALE FRUCTOZO-1,6-DIFOSFATAZEI 
rire, eren ae icit antisense t 
De mult cunoscută (Gomori, 1943), FDP-aza catalizează 
conversia fructozo-1,6-difosfatului la fructozo-6-fostat si Pa, ocolind 
astfel — in secvenţa GNG — bariera energetică creată de PFK in 
glicoliză. Vom menţiona pe scurt acele proprietăţi ále enzimei pe 
baza cărora i s-a atribuit un rol regulator în GNG. 

"Dintr-o varietate mare de surse, enzima este inhibată într-o 
manieră alosterică de către AMP (H. A. Krebs si Woodford, 1965; 
Marcus, 1967; Mendicino $i Vasarhely, 1963; Newsholme, 1963; 
Opie $i Newsholme, 1967; Taketa și Pogell, 1963 si 1965; M. Salas 
şi colab., 1964; Wallace si Newsholme, 1967). Valorile Ki pentru AMP 
variază în funcţie de sursa enzimei, după cum rezultă din tabelul 
nr. 27. Gradul înalt de specificitate, sensibilitatea mare, caracterul 
reversibil al inhibării, precum $i faptul că valorile Ki se înscriu în 
limitele de concentraţie fiziologică a AMP în diferite ţesuturi si, 
în sfirsit, natura alosterică a inhibării (Pontremoli şi colab., 1966; 
Rosen si Rosen, 1966) fac din acesta un mecanism foarte eficace 
de control al activității enzimei. Natura alosterică a fenomenului 
prezintă şi în acest caz, ca în toate cazurile de interacţiune alosterică 
dintre efector si enzimă, un avanataj mare în contextul reglării. 
Astfel, o modificare a concentraţiei AMP de la 100 la 600 uM (deci 
o creștere de 6 ori) va reduce activitatea FDP-azei la 10 % din valoarea 
maximă (deci o scădere de 10 ori (Taketa şi Pogell, 1965)). 


Tabelul nr. 27 
Valorile Ki pentru AMP ale FDP-azel din diferite surse 


Organul și specia Valorile Ki pentru AMP 


uM 
Ficat (şobolan) 30 (a) 

” (oaie) 9 \ 

»  (iepure) 110 (b) 
Muschi scheletic (pisică) 2 (c) 
Muschi pectoral (găină) 0,1 (d) 
Cortex renal (porc) 110 (e) 

» » (oaie) 50* (f) 


— 


——— 

. Wold. Valorile au fost luate din următoarele lucrări : (a) Wallace 

şi Newsholme (1967) ; (b) Taketa si;Pogell (1065) ; (c), H. A. Krebs 
şi Woodford (1965); (d), Opie şi Newsholme (1907); (e) Marcus 
(1967) ; (£), Mendicino şi Vasarhely (1903). 

Valoarea in acest caz nu reprezintă Ki in sensul strict, ci con: 
centratia la care enzima este luhibată cu 0390. 
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Relaţia dintre AMP si FDP-ază înscrie enzima în rîndul celor 
reglate de către starea energetică a celulei prin intermediul efectului 
direct al adeninnucleotidelor asupra activității sale (ceea ce n-a fost 
cazul la PEPCbxk). 


Activitatea FDP-azei este inhibată de către substratul său, 
fructozo-1,6-difosfat (H. A. Krebs şi Woodford, 1965; Taketa şi 
Pogell, 1965 ; Underwood și Newsholme, 1965; Weber, 1964). Valo- 
rile Km sînt in general extrem de mici. Inhibitia de către excesul 
de substrat este specifică, iar concentraţia la care acesta se manifestă 
poate apărea în vivo atit în ficat (Hohorst si colab., 1959; Beinert 
şi Hohorst, 1963), cit şi în mușchiul scheletic (la broască în efort, 
fructozo-1,6-difosfatul poate atinge o concentrație de 1370 uM 
(Ozand şi Narahara, 1964)) Faptul cá fructozo-1,6-difosfatul este 
simultan un inhibitor al FDP-azei si un stimulator al PFK prezintă 
o importanţă deosebită pentru reglarea relației GNG — glicoliză, 
aupra căreia vom reveni. 


O importanţă cu totul deosebită pentru reglarea activității 
FDP-azei o prezintă capacitatea acesteia de a fi activată de către 
PFK (Pogell si colab., 1968). Astfel, PFK purificată din muşchi 
scheletic de iepure induce o creștere de 4 ori a activității FDP-azei 
hepatice, previne si suprimă inhibarea FDP-azei de către AMP. 
Aici avem de-a face de fapt cu o interacțiune de tip proteină — 
proteină, cu care nu ne-am întîlnit pînă acum. Desi semnalată mai 
de mult, interacțiunea dintre proteinele enzimatice ea factor reglator 
al metabolismului n-a fost suficient cercetată. În orice caz,avem 
toate motivele să presupunem că un astfel de mecanism de reglare 
trebuie să fie mult mai general. 


P». În ceea ce priveşte localizarea sa intracelulará, FDP-aza este 
enzimă exclusiv citoplasmaticá (Hers şi colab., 1951). x 


RELAŢIA DINTRE FRUCTOZO-1,6-DIFOSFATAZA ÎȘI FOSFOFRUCTOKINAZA 


Poziţia fruetozo-1,6-difosfatului în cele două căi metabolice 
ridică o problemă similară cu cea discutată în cazul relaţiei PEPCbxk — 
PK. Si în acest caz există posibilitatea operării unui ciclu risipitor 
de energie conform schemei din figura 17. Evitarea funcţionării sale 
este asigurată de mecanisme de control care operează pe baza proprie- 
tátilor FDP-azei, descrise mai înainte, şi ale PFK, descrise deja 
la glicolizá. 
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Direcţia metabolismului glucozei în ficat si cortexul renal 
este determinată de starea, energetică a celulei. Gradul de necesitate 
pentru AMP va decide în ultimă instanţă dacă glucoza, va fi degradată, 
pentru a furniza energie sau va fi sintetizată ca o formă, de depozi- 
tare si de transport a energiei. Dubla functie a AMP — inhibitor a] 
FDP-azei si stimulator al PFK — face ca o concentrație crescută 
a ATP în celulă (ceea ce se asociază cu o concentrație scăzută a, 


FeP 


ATP Fig. 17. — Ciclul risipitor de energie 
dintre fructozo-1,6-difosfat (F1,6P) şi 
2 í fructozo-6-fosfat (F6P). Cifrele indică 
reacțiile catalizate de enzimele implicate 
ADP . în ciclu : 7, fosfofructokinaza; 2, fruc- 
tozo-1,6-difosfataza. 


F1,6P 


AMP) să diminueze simultan activitatea PFK şi să o stimuleze 


pe cea a FDP-azei, ceea ce înseamnă o stimulare a GNG $1 o reducere 
a gicolizei, avînd în vedere rolul celor două enzime în căile date. 
Inhibarea PFK va duce la scăderea concentraţiei fructozo-1,6-difos- 
fatului, în consecință, la o activare a FDP-azei. Paralel, scăderea 
concentrației acestui intermediar va determina diminuarea activi- 
tatii PK, asigurind astfel îndreptarea PEP spre GNG. Scăderea 
concentraţiei ATP produce modificări de sens opus. 


În afară de aceştia, în reglarea, relației GNG — glicoliză la 
nivelul FDP-ază — PFK pot interveni și alti factori. Astfel, în cazul 
special al diabetului, activitatea PFK este inhibată atrágind după 
sine modificările descrise. Comportamentul cinetic diferit al celor 
două enzime faţă de modificări ale concentraţiei efectorilor lor face 
posibil ca în orice moment; numai activitatea uneia dintre ele să fie 


dominantă. Vom menţiona, în sfîrşit, că raportul dintre activitatea ' 


celor două, enzime este controlat pe cale genetică. Acest lucru este 
demonstrat de date care arată că în condiţiile unei GNG crescute, de 
durată, activtatea FDP-azei crește (Weber, 1963; Weber si Singhal, 
1964), pe câtă vreme cea a PFK scade (Weber şi colab., 1966). 
Analizind valorile activităţii celor două enzime în diferite 
preparate vom remarca o predominantá a activităţii FDP-azei asupra 
activității PFK, Din datele tabelului nr. 28 reiese clar acest lucru. 
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Interpretarea raportului dintre activităţile celor două enzime 
trebuie făcută cu prudenţă, deoarece ele au fost determinate în 
condiţiile în care aceasta se manifestă la întregul său potenţial, ceea, 


Tabelul nr. 28 


Valorile activității FDP-azei si PFK in ficatul 
diferitelor specii 


Activitatea | Activitatea 


FDP-azei PFK 
Specia MIGNE To PPP 
umoli/g ţesut proaspát/orá 
la 37°C 
Sobolan 828 131* 
Oaie 1 434 "62 
Găină 2 300 162 


* Această valoare este luată din lucrarea lui 
Weber si colab. (1966); celelalte sint din lucrarea 
lui Wallace 61 Newsholme (1967). 


ce s-ar putea să nu fie cazul şi in vivo. Este de presupus că în celula 
intactă activitatea uneia dintre enzime trebuie să fie totdeauna 
predominantă, deoarece altfel ar opera ciclurile de epuizare a ATP. 


GLUCONEOGENEZA FĂRĂ PARTICIPAREA FOSFOENOLPIRUVATCARBOXIKINAZE! 


Am analizat pînă acum trei aspecte de importanţă majoră ale 
segmentului GNG cuprins între PEP şi fructozo-1,6-difosfat. Este 
locul potrivit să analizăm aici încă unul, şi anume acela al introdu- 
cerii la nivelul acestui segment a unor precursori ai glucozei. PEP 
format în reacția PEPCbxk, dintr-o mulţime de precursori care 
converg spre oxaloacetat, nu este singurul furnizor pe carbon 
pentru sinteza glucozei. Precursori posibili ai glucozei cu intrare în 
secvenţă la diferite nivele cuprinse între PEP şi fructozo-1,6-difosfat 
sînt glicerolul, «-glicerofosfatul, gliceraldehidtrifosfatul si dihidro- 
xiacetonfosfatul. Capacitatea lor de a se converti la glucozá a 
fost clar demonstrată în experienţe pe cortex renal (H. A. Krebs 
şi Lund, 1966) şi pe ficat perfuzat (Ross si colab., 19672) de şobolan. 

O oarecare neclaritate persistă in ceea ce priveşte valoarea 
contribuţiei acestor produși la sinteza glucozei. În tabelul nr. 29 
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ge dau cîteva valori privitoare la intensitatea GNG din cîteva dintre 
aceste substrate, în cortextul renal și în ficatul perfuzat de şobolan, 
în comparaţie cu GNG din lactat și piruvat. 


Tabelul nr. 29 


Intensitatea GNG din glicerol, «-glicerofosfat şi dihidroxiacetonfosfat 
comparată cu cea din lactat şi piruvat in cortexul renal si în ficatul 
perfuzat de şobolan 
ae 
Intensitatea GNG 
umoli/g ţesut uscat/oră 


PR ad 


Precursorul 


Cortex renal“ 


EEE 


L-Lactat 97 
Piruvat ' 213 
Glicerol 138 
a-Glicerofosfat 100 


Ficat perfuzat ** 


PI 


L-Lactat 200 
Piruvat 187 
Glicerol 73 
Dihidroxiaceton- 

fosfat | 413 


Noíd. Toate substratele au fost administrate preparatului res- 
pectiv în concentratie de 10 mM. 

* După H. A. Krebs (1964). 

** După Ross si colab. (1967). 


„_ Datele lui Exton şi Park (1967) arată că, la concentraţii 
fiziologice (0,3 mM), GNG din glicerol atinge valori de 11% din 
capacitatea totală de GNG a ficatului. 


PROPRIETÁTI REGULATORII ALE GLUCOZO-6-FOSFATAZEI 


Glucozo-6-fosfataza (G6P-aza) este responsabilă de eliberarea 
glucozei din glucozo-6-fosfat. Ea nu este de fapt o enzimá strict 
specifică GNG de vreme ce substratul său — glucozo-6-fosfatul — 
este nu numai un produs al GNG, ci și unul de glicogenoliză, precum 
şi al fosforilárii glucozei. Ea este însă o enzimă strict; necesară in 
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GNG fiindcă, fără participarea sa, GNG şi-ar pi ificati 
i d ( -ar pierde semnificaţia 

dutem majoră, aceea de a pune la dispoziţia întregului organism 
După cum s-a arătat mai înainte (partea I, ca 

este o enzimă pluripotentă, capabilă de (i cataliza 6 dde "diferte 

ceea ce face ca reglarea sa să fie extrem de complexă. Aici vom des- 

crie pe scurt acele proprietăţi ale ei care prezintă importanţă în regla- 

rea, activității sale glucozo-6-fosfathidrolazice. ° 
Valorile Km ale enzimei din ficatul si rinichiul de şobolan sint 


în jur de 1,8 mM (Nordlie $i Soodsma, 1966 ; Nordlie și colab., 1968) 


Concentrația glucozo-6-fosfatului este de 0,6—0,8 mM în ficatul 


şobolanilor normali (Beinert şi Hohorst, 1963 ; ohorst și colab., 
1959; Steiner si Williams, 1959), de 0,14 mM in cel al animalelor 
inanitiate (D. S. Steiner si Williams, 1959) si de 0,21 mM în cel al 
animalelor aloxan-diabetice (D. S. Steiner si Williams, 1959). Admi- 
tind o distribuție uniformá a substratului enzimei in apa intracelulará 
observăm că enzima nu este saturată cu substrat. 

G6P-aza este inhibatá de către HCO; (Ki = 20 mM) la con- 
centratii fiziologice ale aestuia (Dyson şi colab., 1969). Cum acest 
compus este un factor mereu prezent in celula, efectul său inhibitor 
asupra enzimei poate contribui la conservarea glucozo-6-fosfatului. 

Enzima este inhibatá de cátre ATP la concentraţii fiziologice 
ale acestuia (Nordlie şi colab., 1968), (în ficatul de şobolan normal 
concentraţia de ATP este în jur de 5 mM (Hohorst şi colab., 1959; 
D. A. Young, 1966)). Acest lucru prezintă importanță pentru evi- 


tarea risipiei de energie la nivelul ciclului glucozo-6-fosfat — glucoză, 
despre care vom discuta mai departe. Notăm, de asemenea, că efectul 
ATP asupra enzimei este, aparent, în contradicție cu rolul enzimei 
în GNG. Cum GNG este promovată între altele şi de nivele crescute 


ale concentraţiei celulare a ATP, inhibarea G6P-azei de către ATP 
poate constitui un mecanism de protejare a glucozo-6-fosfatului 


si de canalizare a 8a spre depunerea glicogenului. | 
G6P-aza din ficatul de şobolan este inhibată de către produşi 


de tipul acil-CoA ai acizilor graşi cu lant lung. Astfel, palmitil-CoA 
enzimei la concentraţii mai mici de 


între cele două limite palmitil-CoA 
tivitatea enzimei (Nordlie $i colab., 1967 ). Intr-o 
“manieră similară acționează gi stearil-CoA (Nordlie, 1968). In legătură 
cu un eventual rol al acestui efect în reglarea ponent — 

:e să notăm cá în concentrația palmitii- 
at ge 963a; Tubbs şi Garland, 


CoA este in 
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1964; Wieland si colab., 1960) iar in ficatul animalelor diabetice 
ea creşte la 150 pM (Tubbs si Garland, 1964). În acord cu acest 
comportament al enzimei faţă de acil-CoA trebuie să admitem că 
în ficat activitatea G6P-azei este menţinută într-un anumit grad 
de inhibitie ; la aceasta se adaugă gi efectul inhibitor al ATP. 

S-a semnalat susceptibilitatea enzimei la o inhibitie de către 
acizii graşi liberi (Pande şi Mead, 1968). În treacăt, menţionăm că 
acet fapt constituie una din obiecțiile care se aduc concluziei formu- 
late de şcoala lui Weber (Lea și Weber, 1968; Weber şi colab., 1967), 
potrivit căreia acizii grași liberi inhibă in mod specific enzimele 
glicolizei, neafectind pe cele ale GNG. În ceea ce priveşte importanţa 
regulatorie a acestei interacțiuni se pare că lucrurile stau la fel ca si 
în cazul efectului deseris mai înainte pentru acil-CoA. 

“În sfîrşit, Pa la concentraţii de 15 mM, intilnite în ficatul 
animalelor diabetice (J. Sacks, 1953), prezintă un slab efect inhibitor 
asupra activităţii enzimei (Nordlie, 1968). 

= În ceea ce priveşte localizarea intracelulară a G6P-azei, nu 
există nici o îndoială asupra faptului că ea este o enzimă microzomală 
(Appelmans și colab., 1955 ; Berthet si deDuve, 1951 ; Hers $i colab., 
1951; Weber şi Cantero, 1957). 

Rolul G6P-azei în reglarea metabolismului glucozo-6-fosfatului 
produs în GNG. Glucozo-6-fosfatul produs in GNG poate fi metabolizat 
pe 3 căi în țesuturile in care este prezentă GNG : conversia în glicogen, 
conversia în gucoză şi pe calea pentozofosforică. O a patra cale teo- 
retie posibilá.— metabolizarea în calea glicolitică — este exclusă, 
de vreme ce simultan glicoliza nu are loc în acelaşi ţesut. Dintre 
organele capabile de GNG numai ficatul se caracterizează prin coexis- 
tenfa celor 3 căi; rinichiul prezintă o capacitate foarte redusă de 
a depozita glicogenul, iar calea pentozofosforicá este slab exprimată 
cantitativ în acest organ (Bloom şi Stetten, 1953; Bloom, 1955; 
Weber, 1961). Prin urmare, profilul enzimatice al rinichiului nu ridică 
problema unei alternative în metabolizarea glucozo-6-f»sfatului 
produs in GNG. În ficat însă, acest produs poate fi distribuit in 
principal între sinteza glicogenului sau formarea, glucozei, deoarece 
a treia cale — pentozofostorică — prezintă o activitate scăzută in 
majoritatea, condiţiilor care se asociază cu o GNG crescută (diabet, 
inaniție $.2., partea I, eap. IV). | 

Factorii care reglează distribuţia glucozo-6-fosfatului format 
în GNG între cele două cái își exercită acţiunea prin intermediul 
a două enzime : glicogensintetaza si G6P-aza. În final, raportul dintre 
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activitatea acestor două enzime decide soarta metabolică a glucozo-6- 
fosfatului format în GNG. 

În organismul normal, cînd GNG este intensificata ca urmare 
a creşterii concentraţiei de lactat în singe, glucozo-6-fosfatul este în- 
dreptat cu precădere spre glicogen şi nu spre glucoză, cum s-a de- 
monstrat încă demult (Cori şi Cori, 1929). Cum în aceste condiţii 
activitatea glicogensintetazei nu este diminuată, tabloul acesta tre- 
buie să fie în mare parte rezultatul unei activități G6P-azice relativ 
scăzute ; la aceasta poate contribui efectul inhibitor al unor concen- 
irafii relativ crescute de ATP. În ficatul animalelor diabetice însă 
activitatea glicogensintetazei este scă zută, concentrația ATP fiind $i 
ea; redusă față de nivelul normal (J. Sacks, 1953). Asocierea acestor doi - 
factori creează; condiţiile pentru indreptarea  glucozo-6-fosfatului — 
spre-glucozá. Același tablou se observa si în ficatul organismului 
inanitiat. În tabelul nr. 30 se prezintă cîteva date care confirmă relația 
dintre activitatea G6P-azei si calea de metabolizare a glucozo-6-fosfa- 
tului în ficatul de 8obolan normal si diabetic. 


Tabelul nr. 30 


Relaţia dintre intensitatea conversiei glucozo-6-fosfatulul la glicogen 

și nivelul activităţii GGP-azei In ficatul de şobolan (Ashmore și 
Weber, 1959) 

PR ——————áÁ 


Starea [GOP metabolizat) Activitatea GOP-azei 
animalului 8 Ye 8 umoli/g țesut proaspăt/oră 
/9 


eee e 
Normal 50 314 
Diabetic 12 708 

Activitatea crescută a G6P-azei în ficatul animalelor aloxan- | 
diabetice (Ashmore şi Weber, 1959 ; Fitch şi Chaikoff; 1962) şi al celor 
inanitiate (Ashmore gi colab., 1954; Langdon şi Weakley, 1955; 
Weber si Cantero, 1954) este în acord cu dinamica descrisă mai ina- 
inte ; ea este compatibilă cu slaba capacitate a ficatuiui inaniţiat și 
diabetic de a depune glicogen. 

O atenţie cu totul specială merită rolul glucozei în reglarea 
distribuţiei glucozo-6-fosfatului format in GNG. În ficatul perfuzat, 
recoltat de la gobolani inanitiati 48 de ore, principalul produs al GNG 
este glucoza, dacă iniţial aceasta n-a fost introdusă în mediul de per- 
fuzie (Hems şi colab., 1966 ; Ross şi colab., 1967) ; dacă însă concen- 
tratia glucozei in perfuzat este mai mare decit 10 mM, atunci depozi- 
tarea glicogenului are loc într-o măsură apreciabilă (E. R. Gordon 


p" S 
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1963; Ross si colab., 1967; Sokal si colab., 1958). În acelagi timp 
concentraţia glucozei în mediul de perfuzie nu afectează intensitatea, 
GNG din lactat (Ross şi colab., 1967). Se creează astfel impresia, că 
în singe concentraţia glucozei este un semnal pentru sistemul ráspun- 
zător de soarta metabolică a glucozo-6-fosfatului format in GNG. 
Datele menţionate arată că atita timp cit GNG are loc pe fondul 
unei concentraţii scăzute a glucozei (sau a absenței sale) glucozo- 
6-fosfatul este indreptat aproape integral spre glucoză. In vivo, 
oricare ar fi condiţiile, concentrația glucozei în sînge se menţine la o 
limită minimă compatibilă cu viaţa, organismului ; situații în care 
glucoza să lipsească cu desăvirşire din singe nu sint posibile. În orga- 
nismul inanifiat și în cazul special al rumegátoarelor, care nu primese 
glucoză de la exterior, concentraţia glucozei in sînge (asigurată exclu- 
siv de către GNG hepatică şi renală) prezintă o tendinţă permanentă, 
de scădere, ca urmare a consumului periferic, ceea ce, virtual, poate fi 
asemănat cu situaţia ficatului perfuzat fără glucoză. Această tendinţă 
nu permite sau, altfel spus, nu „dă răgaz” ficatului să depoziteze 
glucozo-6-fosfatul sub forma glicogenului. Foarte probabil ca la baza, 
acestei dinamici să stea vreun efect specific al glucozei sau al unuia, 
dintre produşii săi de metabolizare asupra sistemului responsabil 
de soarta glucozo-6-fosfatului. Un efect inhibitor al glucozei asupra 
G6P-azei a fost, descris de Ashmore şi Weber (1959), dar acesta nece- 
sită concentrații mari ale glucozei (29—120 mM, respectiv între 522 gi 
5 460 mg/100 ml), care la organismul normal nu se întîlnesc. Această, 
concentrație minimă poate corespunde cu valori ale glicemiei la sobo- 
lani aloxan-diabetici, dar în asemenea caz nu poate fi vorba despre 
o inhibare a activităţii G6P-azei. Prin urmare, nu se cunosc nici meca- 
nismul de acțiune și nici nivelul la care glucoza pare a exercita un 
control asupra direcției metabolismului glucozo-6-fosfatului format 
în GNG. Dealtfel, se mai cunoaşte un efect specific al glucozei asupra 
GNG : acela de inhibare a GNG, ceea ce poate fi interpretat ca o inhi- 
bifie de tip feed-back negativ de către produsul final (Dzurik si 
Cachovanova, 1969; Haft, 1967; M. G. Herrera si colab., 1966; 
Ruderman și Herrera, 1968). Nici în acest caz nu se cunoaşte meca- 
nismul de acţiune a glucozei. 


RELAŢIA DINTRE GLUCOZO-6-FOSFATAZĂ ŞI SISTEMELE DE FOSFORILARE A GLUCOZEI 


Prezenţa, în ficat si în rinichi a sistemelor de fosforilare a glu- 
cozei simultană cu prezenţa G6P-azei pune din nou problema evitării 
unui ciclu risipitor de energie, reprezentat schematic în figura 18. 
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Mecanismele responsabile de menţinerea acestui ciclu. într-o 
stare de inhibifie sînt intrucitva diferite de cele de la nivelul ciclurilor 
discutate anterior, deoarece în cazul de față sînt implicate sisteme 
enzimatice pentru care nu se cunosc sau cel putin n-au fost descriși 
efectori de înaltă eficacitate. Problema prezintă două aspecte diferite, 
după cum ne adresăm ficatului sau rinichiului, ceea ce de asemenea 


GLUCOZĂ 


Fig. 18. — Ciclul risipitor de energie ‘Pa ATP 

dintre glucozo-6-fosfat (G6P) şi glucoză. 

Cifrele indică reacţiile catalizate de enzi- 2 1 

mele implicate ín ciclu : 7, hexokinazele 

+ glucokinaza; 2, glucozo-6-fosfataza. : ADP 
G6P 


nu à fost cazul pentru celelalte douá cicluri. Astfel, in ficat se aflá pe 
lingá hexokinaza clasică şi o glucokinazá, in timp ce în rinichi se gá- 
Beste numai o noxokinazd (vezi partea I, cap. I). În ficat, prin urmare, 
acţiunea G6P-azei este periclitată de către sistemul de fosforilare a 
glucozei într-o măsură mai mare decit în rinichi. Analizind datele 
privitoare la activitatea enzimelor implicate în acest ciclu (tabelul 


nr. 31) observăm că la organismul normal balanța este de partea 


Tabelul nr. 31 
Activitatea enzimelor implicate în ciclul glucozo-6-fosfat — 
glucoză în ficatul și în rinichiul de şobolan normal (după 
Serutton si Utter, 1968) 


Ficat | Rinichi 


Enzima DIE "EPI QA RUE Peg 

| umoli,g ţesut proaspát/orá 
G6P-aza 1 020 780 
Hexokinaza 42 474 


Glucokinaza 258 absentă 


eliberării glucozei. În termeni fiziologici aceasta s-ar traduce printr-o 
permanentă eliberare de către ficat a glucozei şi prin reducerea la 
zero a capacității sale de a o capta din vena porta, dea o fosforila si 
depozita ca glicogen; cu alte cuvinte s-ar pierde rolul esenţial al 
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ficatului în menţinerea homeostaziei glicemice. Prin urmare, în con- 
ditii normale trebuie să existe mecanisme care să evite operarea unui 
astfel de ciclu. Între factorii care prezintă importanţă din acest punct 
de vedere pot fi consideraţi următorii : 

| — discrepanta dintre valoarea Km a G6P-azei și concentrațiile 
glucozo-6-fosfatului în celulă, cum s-a menționat mai înainte ; 

— inhibarea G6P-azei de către ATP ; 

— menţinerea G6P-azei într-o stare de inhibitie de către pro- 
duşi de tipul acil-CoA ai acizilor grași cu lant lung; 

— localizarea diferită a enzimelor fosforilante gi a G6P-azei 
ar putea constitui un factor, în sensul arătat mai înainte, cu con- 
ditia ea glucozo-6-fosfatul format în reacţiile kinazice să fie astfel 
compartimentat în celulă, încît să nu fie accesibil centrilor cata- 
litici ai G6P-azei. 

Dacă în condiţii normale inhibarea activităţii unui astfel de 
ciclu necesită mecanisme de reducere a G6P-azei, atunci în condiţiile 
de GNG crescută eforturile celulei trebuie să fie îndreptate în special 
înspre anihilarea acțiunii sistemelor fosforilante. Se pare cá, in con- 
ditiile unei adaptări cronice a GNG la furnizarea glucozei, pentru 
organism (cum este cazul inanifiei), mecanismul cel mai eficace 
este controlul genetic prin represia sintezei glucokinazei și inducția 
sintezei crescute a G6P-azei. Rezultatul acestui control va fi scăderea 
mareantá a activităţii primei enzime și creșterea activităţii celei de-a 
doua. În cazul rumegătoarelor, la care GNG este nu o adaptare acută 
sau cronică, ci o permanenţă metabolică, glucokinaza este absentă 
în ficat (Ballard şi Oliver, 1964 ; Ballard, 1965). Aceasta este în acord 
cu menţinerea, glicemiei la rumegătoare aproape exclusiv pe seama 
hidrolizei glucozo-6-fosfatului format in GNG. În ambele cazuri 
metabolismul glucozo-6-fosfatului va fi îndreptat spre eliberarea 
de glucoză. 


SEMNIFICAȚIA FUNCȚIONALĂ A CICLURILOR APARENT RISIPITOARE DE 
ENERGIE 


Desi la nivelul celor trei cicluri discutate în acest capitol există 
mecanisme menite să evite funcţionarea, lor se pare totuşi că perfec- 
fionarea acestor mecanisme, în sensul eficacitátii lor, nu a atins un 
grad suficient de mare pentru a evita cu desávirgire funcționarea 
acestor cicluri. Într-ọ serie de experiențe, făcute cu mare precizie, 
s-a arătat că în condițiile GNG din lactatul adăugat în secțiunile 
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de cortex renal (H. A. Krebs şi colab.,1963), in omogenate hepatice 
de porumbel (H. A. Krebs si colab., 1964), în ficatul perfuzat de 
şobolan (Ross şi colab. 1967) şi în rinichiul perfuzat de şobolan 
(Nishiitsutsuji-Uwo şi colab., 1967) apare un asa-numit ,,extraconsum 
de oxigen”, respectiv un consum de oxigen in exces fata de cel calculat 
ca fiind necesar pentru sinteza ATP consumat în GNG. O parte din 
acest surplus de oxigen consumat este utilizată pentru satisfacerea 
unor nevoi energetice ale celulei, altele decît cele legate de GNG, ceea 
ce desigur pare foarte plauzibil ; pentru cealaltă parte, însă, se poate 
admite un anumit grad de funcționare, fie si foarte redus, al acestor 
cicluri. Se pune următoarea întrebare : reprezintă funcţionarea acestor 


cicluri o imperfecţiune a (sau un defect al) reglării celulare a meta- 


bolismului sau aceste cicluri sînt ,,piese" ale unui ansamblu de regla- 
re şi, prin urmare, ele nu trebuie privite ca imperfectiuni? Astfel 
de cicluri au fost; descrise și în alte compartimente ale metabolismului 
celular ; este vorba despre interconversiunea acizilor graşi liberi şi a 
trigliceridelor în țesutul adipos (Randle şi colab., 1966; M. Vaughan, 
1961), precum $i despre mentinerea.. concentraţiei . enzimelor 
ca rezultat al degradării şi sintezei lor. În aceste din urmă cazuri 
ciclurile risipitoare sînt o expresie a reînnoirii continue a constituen- 
tilor organismului. Admitind că această reînnoire este o condiţie 
esenţială a sistemelor vii, cheltuiala de energie pentru susținerea ei 
nu reprezintă o risipă, cum s-ar părea la prima vedere. Semnificația 
funcțională, însă, a ciclurilor descrise în acest capitol nu este pe deplin 


că astfel de cicluri reprezintă elemente ale unor sisteme de reglare./ 


clară. Unii autori (Newsholme şi Gevers, 1967 ) sint inclinati să creadă y 


REGLAREA DE ANSAMBLU A GLUCONEOGENEZEI 


Cele expuse pînă aici cu privire la calea carbonului în GNG, 
precum și la proprietățile enzimelor cheie şi factorii care modelează 
activitatea lor alcătuiesc un fond care, desi incomplet, este totuşi 
suficient pentru a ne da o imagine asupra elementelor cu care operează 
„sistemul celular de reglare a GNG. Vom analiza mai departe dinamica 
. in interiorul acestui sistem si apoi integrarea sa în funcțiile de ansam- 
blu ale celulei. | 


10 — c. 478 


—— — m 
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REGLAREA GLUCONEOGENEZEI DE CĂTRE ACCESIBILITATEA SUBSTRATULUI 


O astfel de reglare a GNG se bazează pe utilizarea mai intensă 

a capacităţilor enzimatice existente și nu antrenează modificări în 
proprietăţile catalitice ale enzimelor căii. Importanţa acestui meca- 
nism constă în faptul că, dacă acţionează un timp mai îndelangat, 
poate să ducă la introducerea în acţiune a mecanismelor de reglare 
genetică a GNG. Astfel s-a putut demonstra o creştere netă a capaci- 
 tátii cortexului renal de a suporta GNG la șobolani supuși unui antre- 
nament de înot (H. A. Krebs, 1964). Aceasta se face pe seama cres- 
terii cantităţii enzimelor indusă de apariţia repetată a unei cantităţi 
mari de lactat. De menţionat că un astfel de mecanism este respon- 
sabil de recuperarea lactatului sanguin după un efort muscular. 


REGLAREA GLUCONEOGENEZEI DE CĂTRE STAREA ENERGETICĂ A CELULEI 


Capacitatea adeninnucleotidelor de a afecta direct (ca în cazul 
PCbx, FDP-azei şi G6P-azei) sau indirect (ca în cazul PEPCbxk) 
activitatea enzimelor regulatorii din secvenţa GNG oferă o bază 
solidă pentru controlul GNG de către starea energetică a celulei. În 
cele ce urmează vom analiza cîteva aspecte ale dinamicii acestui 
control. : 

Considerind valoarea raportului ATP/AMP ca reflectind starea 
energeticá a celulei, atunci, pe baza comportamentului cinetic al enzi- 
melor GNG fafá de adeninnucleotide, se poate imagina urmátorul 
tablou : o creștere a concentraţiei ATP, care se asociază cu o scădere 
a concentraţiei de ADP dar mai ales de AMP, va duce la activarea 
PObx, la inhibarea PK, la creşterea valorii raportului GTP/GDP, 
ceea ce va permite o activitate crescută a PEPCbxk; simultan, 
scăderea concentraţiei AMP, va asigura activarea FDP-azei şi inhiba- 
rea PFK. Cum concentraţii crescute de ATP inhibă activitatea ci- 
tratsintazei, oxaloacetatul va fi antrenat în ciclul Krebs într-o mă- 
sură mai mică, ceea ce contribuie, alături de o activitate crescută 
a PEPCbxk, la îndreptarea sa spre GNG. Paralel, scade viteza con- 
versiei PEP la piruvat gi a fructozo-6-fosfatului la fructozo-1,6- 
difosfat. Cum activitatea PFK este inhibatá, este de aşteptat o eres- 
tere intracelulará a concentraţiei de glucozo-6-fosfat ; aceasta duce la 
o inhibare a reacției hexokinazice, ceea, ce face posibil ca glucoza eli- 
beratá în reacţia G6P-azicá să nu fie convertită la glucozo-6-fosfat. 
Cu alte cuvinte, direcționarea carbonului este asigurată la nivelul 
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ciclurilor risipitoare de energie. O modificare de sens invers a rapor- 
tului ATP/AMP, respectiv o scădere a lui, va avea urmări de sens 
opus asupra întregului tablou. Trebuie admis, de asemenea, că inten- 
sitatea acestor modificări depinde de gradul de modificare a rapor- 
tului ATP/AMP. 

Se înţelege de la sine că pentru a prelungi funcţionarea în timp 
a acestui tablou este necesară o activitate permanentă a sistemelor 
care să genereze ATP şi să-l mențină la un nivel crescut în ciuda con- 
sumului sáu in GNG ; este, de asemenea, clar că glicoliza nu poate fi 
o sursă de energie în aceste condiţii, în același ţesut. 


Lucrurile, aşa cum au fost descrise mai înainte, par a fi bine 
»potrivite" de către celulă. Ca orice teorie a controlului celular al 
unei căi metabolice, controlul adenilic al GNG trebuie confirmat 
cu date experimentale obţinute pe alte sisteme decît cele formate 
din enzime izolate. 

Controlul adenilic al unor reacţii din GNG sau al secventei în 
ansamblu a fost clar demonstrat în omogenate hepatice (Gevers şi 
Krebs, 1966), în suspensii de celule integrale (Berry, 1965) şi în mito- 
condrii izolate (Berry, 1965 ; Gevers, 1967 ; Stuart şi Williams, 1966 ; 
Walter si colab., 1966). 

Cu toate acestea, în cazul GNG, spre deosebire de alte căi 
metabolice (glicoliza, biosinteza acizilor graşi s. a.), controlul ade- 
nilie n-a fost pe deplin confirmat experimental la nivelul unor sisteme 
mai complicate decît fractiunile subcelulare sau omogenatele. Astfel : 


— factorii capabili de a induce o GNG crescută în vitro nu par 
a modifica valoarea raportului ATP/ADP sau concentraţia AMP în 
ficatul perfuzat (Exton si Park, 1965; Newsholme şi Underwood, 
1966 ; Sóling si colab., 1968), (mai mult, o serie de date experimen- 
tale (J. R. Williamson şi colab., 1966; Ross si colab., 19672; 
J. R. Williamson, 1966) arată cá o creştere a GNG în ficatul 
perfuzat provocată de oleat, lactat si glucagon se asociază cu 
modificări de sens contrar așteptărilor ale raportului ATP/AMP, 
care scade, și ale concentraţiei AMP) ; pe baza acestor date rolul con- 


centrației intracelulare a adeninnucleotidelor în controlul GNG a 
fost pus la îndoială ; 


— în condiţiile organismului întreg, concentraţia adeninnucleo- 
tidelor în ficat, în timpul unei GNG intense indusă de inaniţie si in 
diabet, nu se modificá in acord cu schema propusá mai inainte 
(Hohorst si colab., 1964; J. Sacks, 1953; Bóling şi colab., 1966; 
Wieland, 1968; Start şi Newsholme, 1968; D. A. Young, 1966). 
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La prima vedere argumentele împotriva controlului adenilic 
al GNG par a fi convingătoare. Ele nu sint însă, de vreme ce meto- 
dele de determinare a conţinutului adeninnueleotidelor utilizate în 
prezent nu permit o discriminare între diferite compartimente ale 
celulei, pe de o parte, și între formele libere şi legate, pe de altă parte. 
Or, ambii factori trebuie consideraţi, în acord cu nivelul actual al 
cunoştinţelor noastre despre metabolismul celular, ca fiind extrem 
de importanţi în reglare. Caracterul universal al controlului adenilic 
în metabolismul celular, bine fundamentat teoretic și experimental, 
nu permite o excludere selectivă din sfera sa a unor căi metabolice. 


REGLAREA GLUCONEOGENEZEI DE CĂTRE STAREA REDOX A SISTEMULUI 
l NAD+ — NADH 


Pe baza celor arătate anterior cu privire la caracterul reductiv 
al GNG se poate presupune că în condiţiile in care alti factori necesari 
procesului (substratul carbonic, ATP şi activitatea corespunzătoare 
a enzimelor) sînt asiguraţi, viteza furnizării echivalentilor reducători 
poate fi un factor limitant. Cum etapa reductivă a GNG (reacţia 
catalizată de GA3PDH) este localizată în citoplasmă, valoarea rapor- 
tului NAD* [NADH în acest compartiment celular trebuie să exercite 
un efect regulator asupra GNG. Valoarea regulatorie a acestui factor 
trebuie însă considerată din punctul de vedere al capacităţii sale de 
a determina, fie si in parte, intensitatea GNG atunci cînd moditi- 
carea sa este sau cel puţin poate fi bănuită ca fiind evenimentul pre- 
mergător modificărilor fluxului de carbon în GNG. | 

Oxidarea acizilor graşi este unul dintre factorii fiziologici bine- 
cunoscut și studiat experimental capabili de a induce o deplasare 
a sistemului NAD* —NADH. citoplasmatic spre o stare de reducere 
pronunţată și, prin aceasta, de a induce in cooperare cu alti factori 
o GNG intensă. Se ştie cá în inanitie, în diabet aloxanie şi la adminis- 
trarea unui regim alimentar bogat în lipide intensitatea GN G hepatice 
8i renale creşte paralel cu creşterea conținutului de acizi graşi liberi 
în plasmă (B. Freedman și colab., 1967; Henning şi colab., 1966; 
H. A. Krebs si colab., 1963; H. A. Krebs, 1966; Randle şi colab., 
1965; Schnatz si Williams, 1963; D. F. Steiner $i colab., 1961). 
Ín aceste condiţii are loc o intensificare a oxidării acizilor graşi, fapt 
demonstrat între altele si de cetogeneza crescută. Printre multiplele 
consecințe ale acestei stări este și scăderea valorii raportului NAD” / 
NADH, ceea ce denotă o deplasare a acestui sistem spre un grad mal 
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mare de reducere. Lucrul acesta a fost de repetate ori si convingător 
demonstrat în ficat în vivo (Hohorst și colab., 1961; H. A. Krebs, 
1967; Lardy, 19658; D. H. Williamson și colab., 1967; Wieland 
si Löffler, 1963), în ficatul. perfuzat cu mediu conținînd acizi grași 
(Lóffler şi colab., 1965; Wieland si eolab., 1961; J. R. Williamson si 
eolab., 1966), precum şi în preparate mitocondriale suplimentate 
cu acizi grași ca substrat oxidativ (Bode şi Klingenberg, 1964; Gar- 
land şi colab., 1965; Nicholls şi Garland, 1966). În tabelul nr. 32 se 
dau citeva valori ale raportului NAD~/NADH în ficatul de şobolan. 


Tabelul nr. 32 
Valoarea raportului NAD+/NADH in ficatul de 
şobolan în diferite stări (după H. A. Krebs, 1967) 


Starea animalului NAD*/NADH 


Hránit ad libitum 725 


Inanitiat (48 de ore) 528 
Diabet aloxanic 208 


Deplasarea spre o stare mai redusă a sistemului NAD* —NADH 
este prin sine însăși o condiţie necesară, dar si un factor capabil de 
deplasarea reacției catalizate de GA3PDH spre formarea gliceral- 
dehidtrifosfatului. l | 

Intensificarea oxidării acizilor graşi, în împrejurările arătate 
mai înainte, se rásfringe însă și asupra altor verigi importante ale 
GNG. În cele ce urmează le vom discuta pe scurt. 

a). Creşterea formării malatului. Intensificarea.regenerării NADH 
„în mitocondrii va duce la o creștere a concentraţiei malatului şi la o 

scădere a concentraţiei oxaloacetatului. Lucrul acesta a fost confir- 
mat experimental de repetate ori (Hohorst si colab., 1961; 
H. A.Krebs, 1967 ; Lóffler şi colab., 1965 ; Wieland şi Lóffler, 1962 si 
1963; Wieland si colab., 1961; J. R. Williamson şi colab., 1966); 
aceasta înseamnă că oxaloacetatul format în reacţia catalizată de 
PCbx va fi convertit la malat, care este exportat in citoplasmă, unde, 
după oxidarea prealabilă la oxaloacetat, serveşte ca substrat carbonic 
şi donator de echivalenți reducători pentru GNG. Vom anticipa aici 
cá scăderea concentrației de oxaloacetat in mitocondrii pe fondul 
unei intense oxidári a acizilor grași este considerată ca fiind o cauză 
majoră a cetozei (partea a II-a, cap, III). 
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b) Stimularea activităţii PCbx. În toate condiţiile care se aso- 
ciază cu o creştere a oxidării acizilor graşi se remarcă o creștere a 
conținutului de acetil-CoA în ficat; i» vivo (Erfle si Sauer, 1967; 
Prinz si colab., 1966; Tubbs si Garland, 1964; Start si N ewsholme, 
1968; Wieland şi colab., 1960 si 1964; J. R. Williamson, 1967). 
Acelaşi lucru a fost demonstrat pe preparate mitocondriale (Bortz 
şi Lynen, 1963; Garland si colab., 1965; Nicholls si Garland, 1966). 
În ficatul perfuzat cu acizi grași, uneori s-a observat această creştere 
(J. R. Williamson $i colab., 1966), alteori nu (Menahan si colab. 
1968). În sfîrşit, o creştere a concentrației acestui produs, paralelă, 
cu o GNG intensă, a fost observată în secţiunile de cortex renal in 
prezenţa acizilor graşi şi a corpilor cetonici (H. A. Krebs si colab., 
1963 si 1965). În virtutea efectului stimulator al acetil-CoA asupra 
PCbx, activitatea enzimei crește, ceea ce asigură un flux de ase- 
menea crescut de piruvat spre GNG. 


c) Inhibarea piruvatdehidrogenazei. Inhibarea acestei enzime 
în condiţiile unei oxidări crescute a acizilor graşi, asociată cu o sti- 
mulare a PCbx, constituie un mecanism eficient care protejează 
piruvatul de oxidare și îl canalizează spre GNG. Inhibarea acestei 
enzime este asigurată de trei factori: 

—creşterea concentraţiei acetil-CoA care este un inhibitor 
al enzimei (Garland și Randle, 1964; Nicholls şi Garland, 1966); 

— creşterea concentraţiei acizilor graşi liberi si a produșilor 
acil-CoA, care, de asemenea, sînt inhibitori ai enzimei (Erfle si Sauer, 
1969; Jagow şi colab., 1968); creşterea concentraţiei intracelulare 
a acestor compuși este în măsură să ofere o explicaţie faptului că 
metabolizarea piruvatului pe calea decarboxilarii la acetil-CoA este 
puternic inhibată pe fondul utilizării intense a acizilor graşi în ficat 
in vivo (A. D. Freedman și Graff, 1958 ; Haft, 1964; Koeppe şi colab., 
1959), in ficatul perfuzat (Teufel si colab., 1967), precum şi in pre- 
parate mitocondriale (Bremer, 1966 ; Jagow si colab., 1968; Walter 
$i colab., 1966); 

— creşterea concentraţiei NADH, care este un inhibitor al 
piruvatdehidrogenazei (Hanson și Henning, 1966; Nicholls si Gar- 
land, 1966). — 

Prin urmare, este clar că modificarea stării redox a sistemului 
NAD* —NADH si consecinţele sale, în cooperare cu modificarea altor 
factori intracelulari, indusă de creşterea oxidării acizilor graşi cre- 
ează condiţiile necesare pentru o GNG crescută. 
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Aspectele reglării GNG descrise, legate de oxidarea acizilor 
graşi, sint cele mai bine cunoscute si fundamentate experimental. 
Aceasta se explică probabil prin faptul că stările patologice ale meta- 
bolismului, ca diabetul, inaniţia peste o anumită limită, cetoza vacilor 
în lactafie ş. a., au prezentat un interes permanent pentru medicina 
umană şi veterinară. 


REGLAREA GENETICĂ A GLUCONEOGENEZEI 


Sistemele responsabile de sinteza enzimelor GN G sint capabile 
de a reacţiona la diferite alterări ale stării organismului într-un ase- 
menea mod încît să contribuie la adaptarea intensității GNG la nece- 
sitátile acestuia. 

Dintre factorii responsabili de inducția sau .represia enzimelor 
GNG, o atenţie deosebită s-a acordat unor hormoni, ca insulina și 
glucocorticoizii. Insulinei i s-a atribuit un rol de represor, iar gluco- 
corticoizilor de inductori ai enzimelor GNG (Weber $i colab., 1965, 
1965a si 1965b). Faptul că enzimele cheie ale GN G răspund sincron 
si in acelaşi sens la modificări ale cantităţii de insulină sau glucocor- 
ticoizi l-a determinat pe Weber sá sugereze cá reglarea sintezei aces- 
tor enzime este localizată într-o unitate genomicá funcțională asupra 
căreia acționează hormonul şi care este responsabilă de controlul 
simultan al tuturor enzimelor cheie din GNG. Acestei concepții 
i s-au adus însă o serie de obiecţii, asupra cărora nu vom insista 
(Seidman și colab., 1967 ; Takeda si colab., 1967). 

În ceea ce privește insulina, s-a arătat că există o corelaţie bună 
între cantitatea de insulină circulantă $i o serie de stări ale organis- 
mului care se asociază cu alterări, între altele, şi ale GNG (Randle 
şi colab., 1966). O serie de date experimentale (B. Freedman şi 
colab., 1967) sugerează că insulina poate altera cantitatea enzimelor 
din GNG şi pe alte căi decît cea a acţiunii sale asupra aparatului 
genetic celular. 

Cu glucocorticoizii lucrurile stau la. fel. Efectele lor asupra 
GNG pot fi explicate atit pe seama acţiunii lor asupra aparatului 
genetic celular (Weber $i colab., 1965a; Weber si colab., 1964 si 
1966), cit si pe seama acţiunii lor la alte nivele. In acest al doilea caz 
s-a sugerat fie un efect al hormonilor asupra direcţionării precursorilor 
spre calea GNG (Ray și colab., 1964; Bellamy şi colab., 1967 ; Eisen- 
stein, 1965; Haynes, 1962), fie o acţiune lipolitică.a lor (Fain, 1962 
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si 1964; Fain şi colab., 1963), care duce la creşterea concentraţiei 
acizilor graşi liberi gi, prin aceasta, la stimularea GNG. 

_ In afară de insulină si glucocorticoizi există si alti factori capa- 
bili de a modifica cantitatea de enzime ale GNG pe calea represiei 
acestora. Astfel, glucoza este un represor al PEPCbxk în ficatul de 
şobolan (D. O. Foster si colab., 1966). S-a sugerat că mecanismul 
său de acțiune este analog cu cel prin care unii aminoacizi afectează, 
cantitatea enzimelor din căile de metabolizare a lor (pentru detalii, 
Knox, 1964). 

Lasind de o parte neclarititile cu privire la mecanismele care 
acționează in sfera reglárii genetice a GNG, trebuie să subliniem fap- 
tul că modificarea intensității GNG pe seama schimbărilor în concen- 
tratia enzimelor cheie este un proces de durată, care asigură adap- 
tarea GNG la necesităţile organismului pentru perioade îndelungate 
de timp. Aceste mecanisme, alături de cele discutate anterior, fac 
posibilă prezenţa mereu adecvată a GNG în economia de ansamblu 
a organismului animal. 


RELAŢIILE  GLUCONEOGENEZEI CU ALTE CĂI ALE METABOLISMULUI 
GLUCOZEI ȘI CU METABOLISMUL ACIZILOR GRAȘI 


Sinteza glucozei din precursori neglucidici si din lactat reprezintă 
de fapt rezultatul cooperării a două compartimente celulare. Astfel, 
reacţiile inițiale — catalizate de PCbx si de PEPCbxk — sînt loca- 
lizate, cel puţin la unele specii, exclusiv in mitocondrii Şi în cursul 
lor apar intermediari comuni ai GNG şi ciclului Krebs; secvența 
care duce de la PEP la glucozo-6-fosfat este localizată în citosol si toti 
intermediarii din acest segment sînt comuni cu ai glicolizei. Datorită, 
acestei localizări a enzimelor GNG, relaţiile sale cu alte căi metabo- 
lice ale glucozei şi cu metabolismul acizilor graşi se realizează la 
diferite nivele ale secvenfei. 


X RELAŢIILE GLUCONEOGENEZEI CU METABOLISMUL ACIZILOR GRASI 


Relaţiile GNG cu degradarea acizilor graşi a fost tratată cu 
ocazia studiului reglării GNG. Aici vom acorda o oarecare atenţie 
relațiilor dintre GNG si biosinteza acizilor grași. 

Problema aceasta se rezumă de fapt la o eventuală concurență 
între cele două căi metabolice pentru ATP, echivalenți reducători 
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şi pentru piruvat. Vom menţiona că o astfel de c 
apărea numai în ficat si numai în condiţiile unui regi pla 
echilibrat. Din partieularitátile reglării GNG, descrise deja aici 
precum si din cele ale reglării biosintezei acizilor grași (parita a II-a, 
cap. I) se poate deduce că în aceste condiţii GNG și biosinteza, acizi- 
lor graşi pot decurge simultan şi cu viteze moderate. 


RELAŢIILE GLUCONEOGENEZEI CU GLICOLIZA 
Puiu 


Acestea privesc segmentul citoplasmatie al GNG şi ele se reduc 
în ultimă instanţă, la problema ciclurilor aparent pepeni pita de 
energie, problemă care a fost discutată pe larg anterior. Aici vom 
sublinia că mecanismele de reglare a celor două căi opuse sînt de așa 
manieră încît asigură numai funcționarea uneia dintre ele într-un 
anumit moment. 


\ 


|... RELAȚIILE GLUCONEOGENEZEI CU CICLUL KREBS 


Considerind ciclul Krebs ca o cale metabolică comună pentru 
glucide, acizi graşi gi aminoacizi, relaţiile sale cu GNG prezintă un 
interes deosebit si pot îmbrăca o serie de aspecte, dintre care cele 
descrise în cele ce urmează sînt demne de o atenţie deosebită. 

Oxaloacetatul — produsul reacției catalizate de PCbx — poate 
‘lua în mitocondrii două cái: calea spre GNG, care implică fie con- 
versia pe loc la PEP, daca PEPCbxk este o enzimă mitocondrială, 
fie conversia la malat sau aspartat, pentru a fi trimis in eitoplasmá, 
dacă PEPCbxk este localizată aici; a doua cale este cea a condensării 
eu acetil-CoA si a formării citratului. Citratsintaza, care catalizează 
această reacţie, are un Km aparent de 10 uM pentru oxaloacetat 
(Wieland şi colab., 1964); valorile Km ale enzimelor responsabile 
de canalizarea oxaloacetatului spre GN G, respectiv PEPCbxk, 
glutamat-oxaloacetattransaminaza si malatdehidrogenaza NAD-de- 
pendentá, se inscriu între 50 gi 150 uM (Serutton si Utter, 1968). 
Prin urmare, oxaloacetatul poate fi utilizat preferential în reacţia 
citratsintazică, ceea ce poate să ducă la sustragerea sa de pe calea 
. GNG. Or, acest lucru nu se petrece în condiţiile unei GNG crescute. 
Trebuie deci să existe mecanisme capabile de a împiedica metaboli- 
-zarea sa pe această cale. Unul dintre acestea este, probabil, inhibarea 
citratsintazei de către ATP, lucru dovedit atit pe enzima izolată 
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(Hathaway si Atkinson, 1965; Jangaard şi colab., 1968; Shepherd 
si Garland, 1966 ; Wieland şi colab., 1964), cît si în preparate mitocon- 
driale (Shepherd si colab., 1965). Cum o concentraţie crescută de 
ATP in mitocondrii este un factor necesar pentru promovarea, GNG, 
inhibarea citratsintazei de către ATP este astfel simultan asigurată. 
Vom vedea însă că lucrurile nu sint clare, de vreme ce o GNG cres- 
cută deseori se asociază cu o concentraţie ridicată de citrat în ficat, 
ceea, ce este, partial, în dezacord cu inhibarea citratsintazei de cátre 
ATP in aceste imprejurári. 

Independent de calea prin care oxaloacetatul este canalizat 
spre GNG (direct în reacţia PEPCbxk, prin transaminare sau prin 
reducere la malat şi exportat in citosol), o GNG intensă induce sca- 
derea concentraţiei sale (Hohorst si colab., 1961; H. A. Krebs, 
1967; Löffler si colab., 1965; Wieland si Lóffler, 1962 si 1963; 
J. R. Williamson şi colab., 1966); aceasta poate avea drept conse- 
cintá o dezinhibare a suceinatdehidrogenazei de sub acţiunea inhi- 
pitorie a oxaloacetatului (în virtutea acestui fapt nivelul activităţii 
. PEPObxk este un factor regulator al intensității oxidării succinatului, 
fapt demonstrat in experien(e pe mitocondrii izolate (Jones şi Gut- 
freund, 1963 ; Papa $i colab., 1965 ; Pardee şi Potter, 1948)). Intensi- 
ficarea reacției succinatdehidrogenazice are un efect salutar asupra 
aprovizionării GNG cu substrat, de vreme ce o serie de aminoacizi 
(fig. 14) şi propionatul isi fac intrarea in GNG prin ciclul Krebs la 
un nivel premergător suecinatdehidrogenazei. 

Am arătat la proprietăţile PEPCbxk că această enzimă prezintă 
o înaltă specificitate fafa de GTP ca donator de~ P. De asemenea, 
este stabilit faptul c& acceptorul primar de Pa in fosforilarea de sub- 
strat care se asociază cu oxidarea «-oxoglutaratului este GDP (Heldt, 
1964). Aşadar, este evidentă relaţia dintre activitatea PEPCbxk $i 
oxidarea acestui intermediar în ciclul Krebs (de precizat că această 
relaţie se referă numai la cazurile in care PEPCbxk este o enzimă 
mitocondrială). 

Eficacitatea acestui proces de fostorilare de substrat, în furni- 
zarea energiei necesare sintezei PEP din oxaloacetat, a fost demon- 
strata clar într-o serie de studii din care a rezultat cá decuplarea fos- 
forilárii oxidative (in special cu 2,4-dinitrofenol) induce într-o 
serie de preparate mitocondriale o stimulare a formării PEP dintr-o 
varietate mare de substrate (Davis $i Gibson, 1969; Gamble $i 
Mazur, 1967; Ishihara si Kikuchi, 1968; Mudge si colab., 195+; 
Nordlie si Lardy, 19632 ; Stanburry și Mudge, 1964 ; Scholte si Tage’ 
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1965). Aceasta arată clar că ~ P necesar sintezei PEP poate fi pus la 
dispoziţia PEPCbxk de către GTP, format în oxidarea «-oxogluta- 
ratului. Prin urmare, orice factor capabil de a intensifica, reacția 
succinattiokinazicá, respectiv de a mări fluxul de carbon prin această 
reacţie, duce cu necesitate la stimularea formării PEP. Lucrul acesta 
este valabil mai ales în ficat, unde singura cale de utilizare a energiei 
legăturii tioesterice a succinil-CoA este conversia GDP la GTP; 
în cortexul renal însă, această cale nu este unică de vreme ce, spre 
deosebire de ficat, in acest țesut există enzima capabilă de transferul 
CoA de pe succinil-CoA pe acetoacetat cu formarea acetoacetil-CoA 
(D. E. Green și colab., 1953). În legătură cu aceasta, un interes 
deosebit; din punct de vedere fiziologie prezintă faptul că, în limitele 
de concentraţie intilnite in organism, acizii grași superiori manifestă 
un efect decuplant asupra fosforilării oxidative (Borst si colab., 
1962; Davis si Gibson, 1969; Lehninger si Rummert, 1959; Pres- 
sman si Lardy, 1956 ; Velasquez-Colón si colab., 1966) ; datele prezen- 
tate sugerează cá aceasta ar putea fi o cale, pe lingă cele descrise 
anterior, prin care concentraţii ridicate de acizi graşi promovează 

GNG crescută (asupra problemei efectului decuplant al acizilor 
brasi vom reveni în partea a II-a, cap. II). 
T Relaţiile GNG cu alte cái metabolice și in special cu ciclul 
V Krebs, descrise partial aici, demonstrează că modificările adaptative 
| ale GNG implică transformări, uneori foarte profunde, în căile meta- 
police ale acizilor grași, ale aminoacizilor, in ciclul Krebs, în lanţul 

transportor de electroni si in alte căi metabolice ale glucozei. 


GLUCONEOGENEZA PARŢIALĂ ȘI ROLUL SAU FUNCŢIONAL — — 


Cu ocazia studiului distribuției tisulare a enzimelor GNG s-a 
arătat că unele dintre cele specifice acestei căi pot fi intilnite in te- 
suturi incapabile de sinteza glucozei, în sensul în care aceasta a fost 
detinită la începutul capitolului. Este cazul muschiului striat in care 
s-a pus clar în evidență prezența FDP-azei (H. A. Krebs şi Wood- 
ford, 1965; M. Salas gi colab., 1964; Opie şi Newsholme, 1965) si 
PEPCbxk (Opie si Newsholme, 1967), precum şi cazul țesutului adi- 
‘pos, in care există PCbx (Ballard gi Hanson, 1967; Chakrabarty si 
Leveille, 1968; Wise şi Ball, 1964) si PEPCbxk (Ballard si Hanson, 
1967a;. Chakrabarty şi Leveille, 1968). | | | 
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GLUCONEOGENEZA PARŢIALĂ ÎN MUSCHIUL STRIAT 


Prezenţa celor două enzime în mușchiul striat sugerează posibi- 
litatea ca în acest ţesut să opereze secvenţa de reacţii ale GNG, cu- 
prinsă între PEP si hexozomonofosfati. Candidaţii cei mai plauzibili 
la rolul de precursori ai fructozo-1,6-difosfatului in mușchi sint 
a-glicerofosfatul, malatul şi oxaloacetatul. 

«-Glieerofosfatul se găseşte in muşchi in cantităţi apreciabile 
(Klingenberg şi Bücher, 1960) si el apare ca un produs secundar al 
glicolizei, acumulindu-se in timpul contractiei (Sacktor şi colab., 
1965). Deoarece acest compus nu poate difuza din mușchiul scheletie 
(Petersen şi colab., 1964) şi, prin urmare, nu poate intra în ciclul Cori, 
el este metabolizat în mușchi fie pe calea conversiei în glicogen, cu 
participarea celor două enzime, fie pe calea oxidării la dihidroxi- 
acetonfosfat în mitocondrii. Totuşi, calea cea mai importantă pentru 
înlăturarea sa este prima, deoarece cea de-a doua se limitează la 
oxidarea sa la dihidroxiacetonfosfat, ceea ce înseamnă că rămîne 
tot sub forma unui triozofosfat. În legătură cu aceasta, trebuie men- 
tionat faptul că activitatea FDP-azei este mai mare în mușchiul 
alb decît în cel roșu (H. A. Krebs gi Woodford, 1965 ; Opie si New- 
sholme, 1967), ceea ce trebuie corelat; cu faptul că, din punct de vedere 
energetic, mușchiul alb depinde de glicoliză într-o măsură mai mare 
decît cel roșu şi, prin urmare, în timpul efortului acumularea «-glicero- 
fosfatului este mai mare în primul decît in al doilea. 

Malatul si oxaloacetatul se pot de asemenea acumula în timpul 
efortului, iar după încetarea acestuia cei doi intermediari sînt înlă- 
turati cu participarea PEPCbxk și FDP-azei. 

Conversia la glicogen a c-glicerofosfatului, precum $i a celor- 
lalti intermediari poate fi considerată ca o ,,semigluconeogenezá" 
sau o GNG incompletă. Rolul său funcţional nu constă însă în punerea 
la dispoziţia mușchiului scheletic a unei anumite cantităţi de glicogen, 
ci mai degrabă în înlăturarea a o serie de metaboliți care s-au acumulat 
în timpul efortului. | 


GLUCONEOGENEZA PARŢIALĂ ÎN GLANDA MAMARĂ 


O situaţie similară celei din mugchiul striat a fost descrisă 
pentru glanda mamará. Prezentei FDP-azei în acest organ (Bairă, 
1969) i se atribuie un rol în resinteza glucozo-6-fosfatului din inter- 
mediari care se acumulează ca rezultat al activităţii glandei. În cee: 
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ce priveşte prezenţa PEPCbxk (Baird, 1969) se presupune că această 
enzimă ar fi implicată în sinteza glucozei din intermediari ai ciclului 
Krebs. Această funcţie a enzimei pare însă putin probabilă, de vreme 


ce întreaga cantitate de glucoză necesară pentru biosinteza lactozei . 


în glanda mamară este integral furnizată de către sînge (Barry, 1964). 


GLUCONEOGENEZA PARŢIALĂ ÎN ȚESUTUL ADIPOS 


O serie de date atestă prezenţa în țesutul adipos a două enzime 
specifice GNG: PCbx (Ballard si Hanson, 1967; Chakrabarty si 
Leveille, 1968; Wise şi Ball, 1964) şi PEPCbxk (Chakrabarty şi 
Leveille, 1968; Ballard si Hanson, 1967a); in acest ţesut lipsesc 
atit FDP-aza, cit și G6P-aza (Weber si colab., 1962). Cele două enzime 
pot realiza sinteza triozofosfatilor din precursori nefosforilafi cum 
sînt lactatul şi piruvatul. Într-adevăr, o serie de date arată că dis- 
tributia 4C din piruvat in glicerofosfat este în acord cu funcţionarea 
cuplată a celor două enzime (Cristophe si colab., 1961; Leveille, 1967 
şi 1967a). Piruvatul, adăugat ca singur substrat; mediului de incubație 
al țesutului adipos epididimal de şobolan, poate servi ca sursă de 
a-glicerofosfat dacă conţinutul în glucide al țesutului este sub limita 
fiziologică (Kneer şi Ball, 1968; Levan şi colab., 1966; Leveille, 
1966). Prin urmare, este firesc să atribuim PObx în țesutul adipos 
un rol important în regenerarea oxaloacetatului din piruvat si CO, 
în secvenţa : | l 


piruvat + CO, + ATP — oxaloacetat + ADP + Pa 


oxaloacetat + NADH + H+ + malat + NAD+ 
malat + NADP+ — piruvat + NADPH + H+ + CO,. 


Consumarea continuă a malatului din reacţia a treia a secventei 
de sus este impusă de necesitatea furnizării echivalentilor reducátori 
pentru biosinteza acizilor grași, care în țesutul adipos decurge cu o 
deosebită intensitate. 

«-Glieerofosfatul este un metabolit esenţial pentru funcţia fe- 
sutului adipos, deoarece el este partenerul acizilor graşi în reacţia 
de esterificare a acestora. Necesitatea ca acizii graşi să existe in acest 

ţesut sub formă esterificatà gi nu liberă este dictată de o serie de pro- 
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cese legate în special de reglarea biosintezei acizilor grași. Țesutul 
adipos igi poate procura «-glicerofosfatul pe două căi : prin glicoliză, 
deci din glucoză, cînd aportul acesteia este mare, și pe seama precurso- 
rilor nefosforilati (lactat şi piruvat), cînd aportul glucozei este limi- 
tat. O a treia cale, posibilă în alte ţesuturi, respectiv fosforilarea 
directă a glicerolului în reacţia glicerolkinazică, nu este prezentă în 
țesutul adipos (Lochaya si colab., 1963; Treble si Meyer, 1963). 
Rolul funcţional al celor două enzime in țesutul adipos constă, prin 
urmare, în procurarea «-glicerofosfatului necesar esterificării acizilor 
graşi, în condiţiile unui aport limitat de glucoză. 

Utilizarea celor două fragmente ale GNG în diferite ţesuturi 
pentru realizarea unor funcții variate constituie un exemplu de felu? 
cum celulele s-au specializat în îndeplinirea funcţiilor lor nu numai 
prin lărgirea profilului enzimatie, ci şi prin utilizarea uneia și aceleiaşi 
căi metabolice in ,,seopuri" diferite. 


A 


Luate în ansamblu, căile metabolice ale glucozei îndeplinesc 
în celulă două funcţii: una energetică, realizată de către glicoliză, 
procesele de sinteză şi de degradare ale glicogenului, precum și de către 
gluconeogeneză ; alta este cea plastică, biosinteticá, realizată atit 
de glicoliza, cit şi de calea pentozofosforica. 

Pe baza materialului prezentat în prima parte a acestei lucrări, 
se poate constata că mecanismele de reglare celulară a căilor meta- 
bolice ale glucozei sînt astfel organizate, încît ele sint în perfect acord 
cu funcția fiecărei căi în parte, oferind celulei posibilitatea de a ,,gos- 
podárr" glucoza cu o mare eficacitate. Se poate constata, de ase- 
menea, că atunci cînd funcţia căii metabolice considerate este direct 
legată de energetica celulară, factorul regulator major este dinamica, 
concentraţiei elementelor din sistemul adenilic sau, în termeni mai 
generali, rezerva de ,,valutá energetică”? a celulei, respectiv rezerva 
de ATP. Cînd calea metabolică considerată îndeplineşte o funcție 
plastică, biosintetică, cum este cazul căii pentozofosforice, factorul 
major al reglării este, de regulă, cantitatea produsului final al căii sau 
cantitatea unuia dintre precursorii săi. În sfîrşit, în cazul căilor meta- 
police ale glucozei, care îndeplinesc o funcţie mixtă, cum este glicoliza, 
ambii factori — rezerva de energie si cantitatea produsului final — 
determină activitatea căii, dar aceasta se realizează în funcţie de 
utilizarea, preferentialà de către celulă a uneia sau a alteia dintre cele 
două funcții ale căii, 
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REGLAREA CELULARĂ A METABOLISMULUI 
ACIZILOR GRAŞI 


CAPITOLUL | 


REGLAREA CELULARĂ A BIOSINTEZEI 
ACIZILOR GRAŞI 


SEMNIFICAȚIA FUNCŢIONALĂ A BIOSINTEZEI ACIZILOR GRAȘI 


Acizii graşi (AG) indeplinese în organismul animal două funcții 
majore : sînt elemente necesare alcătuirii unor structuri specializate, 
ca membranele celulelor $i ale mitocondriilor, în care AG intră sub 
forma lipidelor complexe, și sint un substrat pe seama degradării că- 
ruia multe dintre țesuturile organismului igi obțin partea cea mai 
mare din necesarul lor energetic în condiţii fiziologice. Sub forma 
lipidelor, AG reprezintă o formă unică, în felul său, si de neînlocuit 
de depozitare a energiei în vederea utilizării sale în condiţiile în care 
aportul de material energetic de la exterior este limitat. Biosinteza 
AG oferă organismului animal o modalitate unică de a depozita o 
anumită cantitate de energie şi de a fi astfel în permanenţă asigurat 
împotriva unui aport limitat sau, pentru perioade scurte, nul de sub- 
strat; energetic. Spre deosebire de glucoză, AG nu constituie o sursă 
energetică de neînlocuit pentru țesuturile care îi utilizează în mod 
obișnuit. Altfel spus, AG nu reprezintă în aceeaşi măsură ca glucoza 
un substrat specific strict necesar; în absenţa lor țesuturile pot 
utiliza si alt substrat oferit. De aceea, depozitarea AG sub forma lipi- 
delor reprezintă crearea de către organism a unor rezerve mai degrabă 
de energie decît de substrat specific. 

fn general vorbind, biosinteza AG reprezintă, dupa cum & 
subliniat Masoro (1962), un mecanism homeostatic menit să ducă la 
depozitarea, pentru necesităţi ulterioare, a acelei părţi de energie 
chimică, adusă sub forma glucozei, aflată în exces fata de necesităţile 
de moment ale organismului. Dacă pentru multe dintre organismele 
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animale depozitarea energiei sub forma lipidelor reprezintă un mij- 
loc de asigurare faţă de anumite eventualitáti, pentru unele dintre 
ele ea reprezintă singura cale de a procura organismului energia nece- 
sară în anumite momente care intervin cu o periodicitate obligatorie 
în viața organismului. Este cazul unor peşti migratori, al păsărilor 
migratoare şi al mamiferelor hibernante. 


DISTRIBUŢIA TISULARĂ A BIOSINTEZEI ACIZILOR GRAŞI 


Biosinteza AG este un proces cu o distribuţie tisulară largăi 
Capacitatea diferitelor ţesuturi de a suporta biosinteza AG poate f. 
exprimată pe baza datelor referitoare la activitatea acetil-CoA — 
carboxilazei (AcCoA-Cbx), deoarece, pe de o parte, această enzimă 
catalizează relaţia limitantá în biosinteza de novo a AG şi, pe de altă 
parte, biosinteza de novo este calea majoră de formare a AG în orga- 
nismul animal. În tabelul nr. 33 se dau cîteva valori ale activităţii 


Tabelul nr. 33 


AcCoA-Cbx în diferite organe la sobolan si porumbel 
(după Goodrige şi Ball, 1966) 


Activitatea enzimei 


Specia și organul umoli/mg Njord 


Sobolan : 
Ficat 16 
Tesut adipos 32 
Porumbel 
Ficat 134 
Tesut adipos 6,5 


acestei enzime în diferite organe la şobolan şi la porumbel, pentru 
a ne face o idee asupra capacităţii acestora de a sintetiza acizii graşi. 

Capacitatea diferitelor ţesuturi de a sintetiza acizii graşi trebuie 
privită însă din punctul de vedere al contribuţiei lor relative la for- 
marea depozitului de lipide care este pus la dispoziţia întregului 
organism cînd condiţiile o cer. O atenţie specială în acest sens merită 
ficatul și țesutul adipos. În general, studiile asupra acestui aspect al 
problemei sînt restrinse la cîteva specii de mamifere si de păsări. 
O cercetare sistematică a problemei in care să se ţină seama de fac- 
torii ecologici si, eventual, de poziţia sistematică a speciei, ar prezenta 
un interes deosebit. —. | 
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| S-a arătat cá la şoarece, țesutul adipos subcutan este responsabil 
de sinteza a mai mult de 50%, din grăsimea totală, pe cînd ficatul de 
numai 3—5% (Favarger, 1965). Studii comparative ale contribuţiei 
celor două ţesuturi la biosinteza AG în organismul gobolanului si al 
 porumbelului (Goodridge şi Ball, 1966) au arătat clar cá, în timp ce 
la, şobolan lipogeneza este deopotrivă rezultatul activităţii ficatului 
şi țesutului adipos, la porumbel principalul loc al lipogenezei este 
ficatul; în general la păsări țesutul adipos are o capacitate de lipo- 
geneză mult mai redusă decit a ficatului ( Goodridge, 1964 ; Goodridge 
şi Ball, 1966). 


CĂILE BIOSINTEZEI ACIZILOR GRAȘI ȘI REGLAREA LOR CELULARĂ 


În prezent; se cunosc două căi de biosinteză a AG în organismul 
animal : una este biosinteza de novo care poate fi privită ca un pro- 
ces de ,,polimerizare" a unităţilor de 2 carboni şi care este calea majoră 
de formare a AG; alta este sinteza unor AG prin alungirea catenei 
AG preexistenti, care poate fi privită ca o cizelare a unui material 
de asemenea preexistent. Întrucît cele două căi se deosebesc între 
ele din punctul de vedere al mecanismului, al localizării celulare, al 
enzimelor implicate, precum $i al reglárii lor ele vor fi tratate separat. 


BIOSINTEZA DE NOVO A ACIZILOR GRASI 


Cunostinfele actuale arată că biosinteza de novo a AG decurge 
conform secventei formulate mai jos. Lásind la o parte detaliile 
mecanismului reacţiilor din secvenţă vom menţiona că procesul 
cuprinde în linii generale două momente: carboxilarea acetil-Co.A 
cu formare de malonil-CoA conform reacției: 


acetil-CoA + CO, + ATP — malonil-CoA -- ADP 4- Pa, 


care este catalizată de o biotinenzimá — AcCoA-Cbx; al doilea 
moment este condensarea succesivă a moleculelor de malonil-CoA 
pînă cînd se atinge lungimea catenei acidului gras respectiv. Acest 
moment cuprinde la rîndul său o secvenţă de reacţii catalizate de 
sintetaza AG, o enzimă cu structură complexă, formată din mai multe 
subunități, fiecare responsabilă de cite o etapă a reacției (Lynen, 
1967; Lynen si colab., 1964). 
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catul de şobolan (Lynen si colab., 1963). Cu toate acestea, aso- 
cierea dintre activarea enzimei si modificarea greutăţii sale mole- 
culare nu este obligatorie ; astfel, acidul tricarbalilie induce o creştere 
a vitezei de sedimentare a enzimei fără să o activeze. Aceasta, sugerează 
că modificarea, stării de agregare a enzimei poate fi o consecință a 
activării sale $i nu o cauză a acesteia. Activarea enzimei de către 
citrat, oricare ar fi mecanismul ei, oferă cea mai plauzibilă explicaţie 
efectului stimulator al citratului asupra biosintezei AG din acetat 
sau alte substrate, observat de repetate ori în omogenate integrale 
(Brady şi Gurin, 1952; Dituri si Gurin, 1953 ; Myant si Illife, 1964), 
în secțiuni (Abraham $i colab., 1959; Haldsworth și Neveille, 1963), 
precum și în fracțiunea solubilă izolată dintr-o mare varietate de 
surse (Abraham şi colab., 1959 şi 1960; Brady si Gurin, 1952 ; Kallen 
si Lowenstein, 1962 ; Langdon, 1957 ; Porter şi colab., 1957). 

Valorile Ka ale enzimei pentru citrat se înscriu între 1 şi 3 mM. 

Semnificația regulatorie a activării AcCoA-Cbx de către citrat 
merită o discuție mai detaliată din două motive : pe de o parte, 
relația dintre citrat şi enzimă stabileşte o punte de legătură între 
ciclul Krebs si biosinteza de novo a AG, implicit între ultima şi glico- 
liză, întrucît citratul este un inhibitor specific pentru PFK ; pe de 
altă parte, această relație pune o serie de probleme, redate în cele 
ce umeaza, care au fost si sint obiectul a numeroase cercetări experi- 
mentale : 

a) Conţinutul de citrat şi variaţia lui în diferite stări. Valorile 
conţinutului de citrat în ficatul de şobolan normal, menţinut la un 
regim alimentar echilibrat, se înscriu între limite destul de largi. 
Pe baza datelor comunicate de o serie de autori (Dixit si colab., 
1967; Frohman si colab., 1951; E. E. Gordon, 1961; Potter si 
Busch, 1950; Spencer Si Lowenstein, 1967 ; Start si Newsholme, 
1968; Tepperman si Tepper man, 1955) se poate calcula o concentrație 
a citratului in apa intracelulară, cuprinsă între 0,2 şi 0,5 mM, ceea, 
ce este sub valoarea Ka a AcCoA-Cbx pentru citrat. Dacá enzima 
nu poate să luereze in absenţa, citratului, si se pare cá aceasta este 
situaţia, înseamnă cá în condiţii fiziologice ea nu va fi activată decît 
într-o mică măsură. Lucrurile stau la fel şi în țesutul adipos. 

Relația dintre citrat si enzimă nu poate fi totuşi interpretată 
numai de pe poziția concentrației intracelulare a citratului, deorece 
activarea enzimei depinde şi de lungimea perioadei de contact dintre 
enzimă și activator (Fang si Lowenstein, 1967). Aceasta face difi- 
cilă stabilirea concentraţiei citratului care poate da o activare a 
enzimei în celula integrală, EX eA 
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| Este de așteptat ca modificările concentraţiei de citrat în ficat 
şi în țesutul adipos să se asocieze cu schimbări de același sens ale 
biosintezei AG. Datele din literatură referitoare la variaţia concen- 
tratiei citratului in ficat, în diferite stări ale organismului, care se 
asociază cu alterări profunde ale lipogenezei, sînt sumarizate în tabelul 
nr. 34. Dacă, aşa cum rezultă din tabel, aceste date sînt uimitor de 


Tabelul nr. 34 


Sensul modificării conţinutului de citrat in ficatul şi în țesutul adipos 
de şobolan în diferite condiţii experimentale 


| Sensul modificării in: 


Starea 
animalului ficat țesut 
adipos 
scădere (a, b, c, d) 
Inanitie crestere (e, f) nedeterminat 
| nemodificat (g, h, i,j) Oo 
Diabet aloxanic | scădere (b,k,l) creștere (m) 
creștere (g, j, 1,0) 


No'd. Datele sint luate din următoarele lucrări: 
(a), Angielsky ei Szutowlez (1967); (D. Lowenstein (1956) ; 
(b), Start si Newsholme (1968) ; (p, Wieland (1968); 


(c), Lynen şi colab. (1963); (k), Frohman gi colab. (1951); 
(d), E. Herrera si Freinkel (1965); (D. Frohman si Orten (1955); 
(e), Tubbs si Garland (1964); (m), Denton $i colab. (1966); 
(f) J. R. Williamson (1966); (n), Parmeggiani si Bowman 
(g), Spencer si Lowenstein (1967) ; (1963) ; 


(h), Tarnawski si Seeman (1967); (0), Dixit si colab. (1967). 


contradictorii, cele referitoare la activitatea AcCoA-Cbx in ficat 
arată clar o depresie a sa atit in inanitie (Numa $i colab., 1961), 
cit şi în diabet (Takeda şi colab., 1967 ; Wieland și colab., 1963), ceea 
ce corespunde cu datele care atestă o suprimare a biosintezei AG 
în cele două stări (Boxer şi Stetten, 1944 ; Drury, 1940— 1941 ; Korchak 
şi Masoro, 1962). Noi am arătat (Deaciuc şi Gulii, 1968) cá o creştere 
a concentraţiei intracelulare a citratului, indusă de către monofluo- 
racetat, nu stimulează, cum ar fi de aşteptat, ci inhibă biosinteza 
AG din (2)-4C-acetat în secțiunile hepatice de şobolan. Este, desigur, 
greu de explicat; discrepanta dintre datele prezentate în tabel; pro- 
babil că ea se datorește condiţiilor experimentale utilizate sau meto- 
dei de determinare a citratului. În orice caz, caracterul eterogen al 
acestor date, precum si neconcordanta dintre modificarea continu- 
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tului de citrat gi intensitatea biosintezei AG sugerează două lucruri : 
primul că reglarea activităţii enzimei de către citrat nu reprezintă 
singurul mecanism de reglare a biosintezei AG ; al doilea că compar- 
timentarea intracelulară a citratului, despre care deocamdată se 
cunosc puţine date, poate fi un factor important în relaţia citrat — 
enzimă. 


b) Localizarea intracelulară a citratului si a AcCoA-Cbx. 
În ficat (Brady și colab., 1960 ; Bressler și Wakil, 1962), în glanda 
mamară (Dils și Popják, 1962; Helle şi colab., 1961) şi în țesutul 
adipos (Martin gi colab., 1961) sistemul enzimatice integral, responsabil 
de conversia acetatului în AG pe calea malonil-CoA, este localizat, 
în fracțiunea de 100000 x g a omogenatului, deci citoplasmatic. 
Aceasta este în acord cu o serie de date care arată cá AcCoA-Cbx 
este localizată in fracțiunea solubilă în ficatul de gobolan (S. S. Smith 
şi colab., 1966; Abraham și colab., 1961), în fracțiunea solubilă si 
microzomală în ficatul de porumbel (Margolis şi Baum, 1966 ; Wakil 
şi colab., 1957) si cu precădere în fracțiunea microzomală din glanda 
mamară de iepure (Easter și Dils, 1968; S. S. Smith și colab., 1966), 
prin urmare, în toate cazurile extramitocondrial. Deci activarea, 
enzimei de către citrat presupune prezenţa în citoplasmă a acestui 
metabolit (ca în cazul relaţiei PFK-citrat) Mai mult, cum se va 
arăta mai departe, este necesară regenerarea continuă a citratului 
în citoplasmă, deoarece el este simultan și un substrat pentru biosin- 
teza AG din carbonul glucozei. Citratsintaza este o enzimă mitocon- 
drială iar membrana mitocondrială nu pare a fi ușor permeabilă 
pentru citrat (Diekman si Speyer, 1954 ; D. Johnson si Lardy, 1958 ; 
Sehneider și colab., 1956; Srere, 1965a). Apare, prin urmare, pro- 
blema mecanismului de transfer al citratului din mitocondrii in 
citoplasmă, lucru asupra căruia vom reveni. 

Inhibarea AcCoA-Cbx de către AG si produşi de tipul acil-CoA. 
S-a demonstrat de repetate ori că produşi de tipul acil-CoA ai 
AG superiori sînt inhibitori puternici ai activităţii enzimei din ficat 
(Bortz și Lynen, 1963; Fritz si Hsu, 1966; Lynen si colab., 1963 ; 
Numa $i colab., 1965) şi că AG superiori liberi au acelaşi efect asupra 
enzimei din ficat si din glanda mamară (Howanitz si Levy, 1965; 
H. R. Levy, 1963; Muto și Gibson, 1970; Yugari si eolab., 1964). 
Studii mai detaliate ale școlii lui Lynen au arătat că gradul de inhi- 
bitie de către produși de tipul acil-CoA este dependent de lungimea 
catenei acestora. Din tabelul nr. 35 se observă că cu cit catena produ- 
sului este mai lungă, cu atit gradul de inhibare a enzimei este mai mare. 
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Tabelul nr. 35 


Valorile Ki pentru scili CoA a 
AcCoA-Cbx din ficatul de şobolau 
(Lynen si colab., 1963) 
pud 


| Ki 
Produsul uM 
iii tai it 
Capril-CoA 140 
Lauril-CoA 74 
Miristil-CoA 11 
Palmitil-CoA T 
Margarinil-CoA 4 
Stearil-CoA 0,7 
| i3 


Oleil-CoA 


Acest lucru trebuie subliniat, doarece produsul final al biosintezei 
de novo a AG este un acil-CoA cu lant lung (C > 14), ceea ce permite 
ca relaţia acil-CoA — enzimă să fie interpretată ca o inhibare feed-back 
a etapei limitante din secvență de către produsul final. 

Suprimarea de către citrat a efectului inhibitor al acestor 
produşi (H. R. Levy, 1963; Yugari si colab., 1964) sugerează că 
nivelul activitátii enzimei este la un moment dat rezultanta oscila- 
tiilor in concentraţia activatorului si inhibitorului. 

O serie de date experimentale (Fritz si Hsu, 1966 și 1967) au 
arătat cá produsii de tipul acil-carnitiná, dar numai cu catenă lungă 
(C > 16), manifestă un efect activator asupra enzimei prin diminuarea 
efectului inhibitor al produșilor acil-CoA. Aceasta introduce un nou 
factor în reglarea activităţii enzimei, si anume valoarea raportului 
acil-CoA/acil-earnitiná. Semnificaţia regulatorie a acestui raport 
nu este însă clară, deoarece cantitatea de acil-carnitiná creşte in 
ficat în condiţii de inanitie, la hrănirea cu un regim alimentar bogat 
în lipide, precum gi în diabetul aloxanic(B@hmer si colab., 1966). 
Paralel însă, crește si concentraţia acil-CoA. Or, în toate aceste stări, 
intensitatea biosintezei de novo a AG este foarte scăzută. În orice 
caz, acil-carnitina pare a fi implicată în reglarea acestui proces, de vreme 
ce în preparate hepatice de la animale inanitiate, citratul, în concen- 
tratii suficient de mari pentru a permite o activare maxima a AeCoA- 
Cbx, nu induce o creştere a biosintezei AG din acetat, pe cînd pal- 
mitil-carnitina manifesta în aceleași condiţii un efect stimulator maxim 
(Fritz si Hsu, 1967). Se poate presupune cá palmitil-carnitina eli- 
berează enzima de sub acţiunea maseantá a unor factori, a căror 
natură deocamdată nu este cunoscută, 
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| În ceea ce priveşte relația AcCoA-Cbx-AG, trebuie subliniat 
faptul că concentrația de AG liberi, necesară pentru a inhiba enzima 
(70—200 uM (Howanitz şi Levy, 1965; Korchak și Masoro, 1964; 
Yugari şi colab., 1964)), este mult mai mare decît cea întilnită în ficat 
în vivo. Prin urmare, este greu de atribuit inhibării enzimei de către 
AG liberi o semnificaţie regulatorie. 

Inhibarea AcCoA-Cbx de către malonil-CoA. Aceasta a fost 
demonstrată de o serie de date experimentale (Dakshinamurty si 
Desjardins, 1969 ; Howanitz și Levy, 1965). O acumulare a malonil-CoA 
în citoplasmă poate avea loc în special ca urmare a scăderii activi- 
tátii sintetazei AG, ceea, ce înseamnă că un deficit în viteza conversiei 
malonil-CoA in AG va limita formarea sa, permitind astfel metaboli- 
zarea acetil-CoA pe alte căi decît cea a carboxilárii. 


Surse de acetil-CoA pentru biosinteza de novo a acizilor grași 


Analiza profilului enzimatie al diferitelor ţesuturi, avem în 
vedere în primul rînd ficatul si țesutul adipos, permite considerarea 
a trei căi metabolice responsabile de formarea acetil-CoA : 8-oxida- 
rea AG, degradarea scheletului carbonic al unoraminoacizi și glicoliza. 
Cum primele două căi prezintă, din anumite motive,o importanţă 
cantitativă minoră, nu vom insista asupra lor. În cea de-a treia cale — 
glicoliza — sursa de acetil-CoA este în principal glucoza, dar, în prin- 
cipiu, poate fi orice glucid a cărui degradare duce la formarea acetil- 
CoA. De fapt aceasta este calea majoră de furnizare a acetil-CoA 
pentru biosinteza AG, iar conversia glucozei în AG oferă organismului 
posibilitatea de a-și crea rezervele de energie despre care discutam 
anterior. Aceasta este în acord cu datele care arată că lipogeneza 
este o cale importantă de metabolizare a excesului de glucoză inge- 
rată. O serie de lucrări, în care s-a utilizat glucoză marcată, dau valori 
diferite ale proportiei de glucoză convertită în AG si, în general, 
acestea, se înseriu între 5 si 25%, (DeFreitas si Depocas, 1965 ; Jansen 
si colab., 1966 şi 1967; Lequin şi Stein-Parvé, 1962 ; Masoro şi eolab., 
1949; Patkin si Masoro, 1963). Trebuie notat faptul că un studiu 
sistematie privind aceastá problemá nu existá; valorile prezentate 
au fost obţinute în experiențe pe șobolani si soareci supuşi unor 
manipulári dietetice. Prin urmare, s-ar putea ca ele să nu reflecte 
totdeauna situaţia fiziologică. Aceste studii sint limitate numai la 
cele două specii de rozătoare ; alte grupe de mamifere şi, în general, 
de vertebrate nu sînt studiate din acest punct de vedere. 


CE Scanned with OKEN Scanner 


168 BIOSINTEZA ACIZILOR GRAŞI 


Principala problemă care apare în conversia glucozei în AG 
este transferul acetil-CoA din mitocondrii în citoplasmă și ea este 
generată de două fapte stabilite experimental : 

. — acetil-CoA se formează din piruvat numai in interiorul 
mitocondriei, deoarece piruvatoxidaza este o enzimă exclusiv mito- 
condrială (Sanadi, 1963) ; 


T.” 


GLUCOZA 
Li 
PIRUVAT 


ACETIL-CARN. 
PIRUVAT. A 


im | CARN. 


ACETIL- CoA-» CoAsACETAT® ACETAT+ CoAtATP> ACETIL-CoA+ AMP+P-P 


ACETIL-CARN.+ CoA——> ACETIL-CoA + CARN. 


OXAC. CITRAT ; CITRAT+ COA*ATP »- ACETIL-CoA+ OXAC*sADP« P 
CICLUL KREBS And : 
cis-ACONITAT 3 cis-ACONITAT 
Y 9 4 
izo-CITRAT 2 izo-CITRAT 
M: E } 
a . (€ 
« -OXOGLUTARAT E «-OXOGLUTARAT 
m 5 ! 
E 
GLUTAMAT = —> GLUTAMAT 


Fig. 19. — Căile de transfer al acetatului din mitocondrii în citoplasmă. ONAC., 
oxaloacetat ; CARN., carnitină. Detalii in text. 


— membrana mitocondrială este puţin permeabilă pentru acetil- 
CoA, ca dealtfel pentru orice molecule care conţin CoA (Fritz şi 
colab., 1962 ; Fritz si Yue, 1963 ; Lowenstein ,1963 ; Norum şi Bremer, 
1963 ; Spencer și Lowenstein, 1962). Prin urmare, acetil-CoA nu poate 
fi transferat ca atare din mitocondrii in citoplasmă cu o viteză sufi- 
cientá pentru a satisface nevoile de substrat ale sistemului biosintezei 
AG. Problema aceasta a făcut; obiectul unor cercetări experimentale 
sistematice, pe baza cărora se pot considera 3 mecanisme de transfer, 
reprezentate schemtie în figura 19: 

4) Transferul sub forma acetatului liber. Prezența acetil-CoA 
-deacilazei în mitocondrii (Gergely, 1955), precum şi prezența acetat- 
tiokinazei în fracțiunea citoplasmatică a diteritelor ţesuturi (Chauveau 
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si Hung, 1952; Langdon, 1957; Popják si Tietz, 1955) oferă o bază 
enzimatică acestui mecanism de transfer. Există însă o serie de date 
experimentale care arată că, din punct de vedere cantitativ, contri- 
butia acestui mecanism este redusă (Kornacker și Lowenstein, 1964, 
1964 b, 1965 ; Spencer şi Lowenstein, 1966 ; Shreeve și colab., 1967 ; 
Zomzely si Mayer, 1959). Funcționarea acestui mecanism este in 
măsură să ofere o explicaţie faptului că acetatul liber se găsește 
în celulă într-o cantitate de 20 de ori mai mare (400 mumoli/g ţesut 
proaspăt în ficat (Wieland si Weiss, 1964)) decît acetil-CoA (20 
myumoli/g ţesut prospăt in ficat (Tubbs si Garland, 1964)) ; în acelaşi 
timp aceasta arată că activitatea deacilazei este mai mare decit 
cea a acetat-tiokinazei. | | 

b) Transferul sub forma acetil-earnitinei. Ideea potrivit căreia, 
carnitina ar putea participa în transferul grupărilor acetil prin mem- 
brana mitocondrială a fost; sugerată de descoperirea reacției de 
acetilare reversibilă a carnitinei de către acetil-CoA (S. Friedman și 
Fraenkel, 1955). Actualmente se atribuie carnitinei un dublu rol 
în metabolismul AG: transferul acetilului din mitocondrii în cito- 
plasmă si transferul acililor (ai AG cu lant lung) din citoplasmă în 
mitocondrii. Acest al doilea aspect va fi tratat în partea a II-a (cap. II). 

Mecanismul cu participarea carnitinei implică un transfer al 
grupării acetil de pe acetil-CoA pe carnitină in mitocondrii şi un 
transfer de sens invers in citoplasmá. Acest transfer este catalizat de 
carnitin-acetiltransferazá (CAT). Această enzimă este localizatá in 
diferite tesuturi in mitocondrii (Beenakers si Klingenberg 1964; 
Norum 1963 și 1965) iar studii recente asupra distribuţiei sale intramito- 
condriale au arătat că ea este localizată cu precădere în membrana 
mitocondrială (Norum $i Bremer, 1967). Aceasta conferă enzimei 
un rol de ,,permeazá" a membranei mitocondriale. 

CAT prezintă specificitate pentru acetil-CoA si propionil-CoA 
si este inhibatá de cátre acili-CoA ai AG cu lant lung (Chase, 1967), 
ceea ce sugerează posibilitatea exercitării de către aceşti produşi 
a unui control la nivelul mecanismului de transfer al acetatului din 
mitocondrii în citoplasmă. Totodată, s-a demonstrat că adăugarea 
carnitinei stimulează biosinteza AG în ficat, atit in vivo cit si in vitro, 
din precursori ea (2)-1*C-piruvat, (6)-4C-glucozá şi (U)-"C-glucoza, 
care generează acetil-CoA exclusiv mitocondrial si nu afectează 
biosinteza AG din (1,5)-1C-eitrat (Bressler şi Brendel 1966 ; Bressler 
si Katz, 1965; Bressler şi colab., 1965), (citratul generează acetil- 
CoA în citoplasmă). Aceasta sugerează că adăugarea carnitinei faci- 
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litează transferul acetatului din mitocondrii în citoplasmă. Dealtfel, 
formarea acetil-carnitinei din piruvat şi carnitină in mitocondrii 
a fost demonstrată (Norum şi Bremer, 1963). 

Pe baza datelor prezentate pare plauzibilă participarea carnitinei 
în transferul acetilului din mitocondrii in citoplasmă. O serie de date 
însă pun la îndoială dacă nu existența acestui mecanism atunci 
contribuţia sa la acest transfer. Astfel: 

— activitatea CAT în mușchiul scheletie si în rinichi este 
mult mai mare decit în ficat (Beenakers si Klingenberg, 1964 ; Marquis 
$i Fritz, 1965 ; MeCaman și colab., 1966), ceea ce nu este in acord eu 
faptul cá in ficat biosinteza AG este mult mai pronunţată decit 
în celelalte două organe ; în tabelul nr. 36 se dau cîteva date referitoare 
la activitatea CAT în diferite organe de sobolan ; 


Tabelul nr. 36 
- Activitatea CAT in diferite organe de şobolan nor- 
mal (după McCaman si colab., 1966) 
——————————Ó———— at 


| Activitatea enzimei 


Organul umoli/g ţesut 
| proaspăt /orà 
l 
Inimă | 1600 
Muschi scheletic | 390 
Rinichi | 413 
Ficat | 70 


— în inanitie activitatea CAT creşte foarte mult atit in ficatul 
de porumbel (Bressler şi Brendel, 1966), cît şi în cel de şobolan (Dai- 
kuhara si colab., 1968; Norum, 1965) ;or, in aceste condiţii biosin- 
teza AG scade aproape la zero in ficat. Aceasta sugereazá cá enzima 
este implicată în alte reacţii decit in transferul grupării acetil. 

Nu este exclus ea enzima să favorizeze transferul acetilului din 
citoplasmă in mitocondrii, de vreme ce in inanifie principala sursă 
energetică a celulei hepatice este reprezentată de AG şi probabil de 
acetatul eitoplasmatic. Pe baza acestor date care aproape exclud 
participarea CAT în mecanismul de transter discutat aici, precum si 
pe baza altora, enzimei i se atribuie, pe de o parte (Childress si colab., 
1967), un rol in procesele de rezervare a energiei in mitocondrii si, 
pe de altá parte (Pearson şi Tubbs, 1967), un rol de sistem „tampon” 
pentru sistemul CoA — acetil-CoA din ţesuturi. 
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c) Transferul sub forma citratului. Bine fundamentat expe- 
rimental, meeanismul de transfer al acetilului din mitocondrii in cito- 
plasmă cu participarea citratului și enzimelor implicate în metabo- 
lismul său pare a fi cel mai plauzibil. În principiu acest mecanism se 
realizează astfel : acetil-CoA se condensează în mitocondrii cu oxalo- 
acetatul şi formează citrat ; acesta, ca atare sau sub alte forme, traver- 
sează membrana mitocondrială iar în citoplasmă regenereazá acetil- 
CoA în reacţia catalizata de A'TP-citratliazá (CL). Datele experimen- 
tale care atestă existenţa acestui mecanism sînt cu adevărat, numeroase 
şi se pot grupa după cum urmează : 

Citratul este un substrat eficace pentru biosinteza AG. Lucrul 
acesta a fost demonstrat pentru ficatul de şobolan in vivo (E. E. 
Gordon, 1961) si pentru o serie de preparate in vitro incluzind frac- 
fiunea supernatantá din omogenat de ficat de şobolan (Spencer si 
colab., 1964) si de porumbel (Bhaduri şi Srere, 1963 ; Formica, 1962 ; 
Srere-şi Bhaduri, 1962), precum si de glandă mamară de şobolan 
(Spencer şi Lowenstein, 1962). În toate aceste experienţe s-a folosit 
citrat marcat cu 4C în poziţiile 1 şi 5 şi s-a arătat clar că numai 
14C din poziţia 1 a citratului (care derivă din acetil-CoA) este încorporat 
în molecula AG formaţi de novo. Ca substrat pentru biosinteza AG, 
citratul este mai eficace decit acetatul atit în glanda mamará de şobolan 
(Spencer si Lowenstein, 1962) si de iepure (S. S. Smith şi Dils, 1966), 
cît şi în omogenatul hepatic integral de porumbel (Deaciuc si Frecus, 
1971). Experiente deosebit de ingenioase, în care s-au utilizat ca 
precursori ai AG glucoză si lactat dublu marcate cu MC și 3H si în 
care s-a urmărit distribuţia celor doi izotopi în AG au demonstrat 
clar că drumul carbonului din molecula glucozei în cea a AG trece 
prin termenul de citrat (G. Bartley şi colab., 1965; Rognstad si 
colab., 1968 ; Rognstad și Katz, 1968). 

În tracţiunea citoplasmatică a ţesuturilor capabile de lipogeneză 
de la o mulţime de specii — cu excepţia rumegătoarelor — s-a evi- 
dentiat prezenţa CL (enzima de clivaj al citratului), căreia, deocam- 
dată, nu i se poate atribui vreo altă semnificație funcțională decît aceea 
de a regenera acetil-CoA citoplasmatie din citratul de origine mito- 
condrială. Proprietăţile acestei enzime merită o descriere mai deta- 
liată, deoarece reacţia catalizatà de ea pare a fi un punct foarte impor- 

tant la nivelul căruia se exercitá un control eficace al fluxului de 
carbon în biosinteza AG. 
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Enzima a fost descoperită de Srere gi Lipmann (1953). Ea cata- 
lizează următoarea reacție : 


citrat + ATP + CoA —> acetil-CoA + oxaloacetat -+ ADP + pa. 


Srere şi Lipmann au atribuit acestei enzime un rol de formare g 
citratului pe o cale mai economică decit cea a reacției de condensare. 
S-a arătat, însă, că reacția este ireversibilă (Bhaduri $i Srere, 1963); 
în consecinţă, enzima nu poate duce la sinteza citratului. Enzima este 
exclusiv citoplasmatică (Srere, 1959). Activitatea sa în diferite țesuturi, 
la diferite specii, se corelează bine cu capacitatea acestora de a con- 
verti glucoza în AG, așa cum se vede din tabelul nr. 37. 


Tabelul nr. 37 


Relaţia dintre activitatea CL și intensitatea conversiei glucozei în acizi grași 
în diferite organe la citeva specii 


aaae 


" Intensitatea conversiei 
Specia si organul Spit laba ean glucozei în acizi grași pat 
i 8 de C al glucozei/mg N/oră 


5 eee 


Porumbel | 
Ficat 7,2 (a) + 
Tesut adipos 
abdominal | 0,5 (a) 0,048 (a) 
Sobolan 
Ficat 1,6 (b) 1,0 (c) 
Tesut adipos 
epididimal 14,9 (d) 32,5 (e) 
Bou 
Ficat fetal 2,21 (f) 0,11 (f) 
> adult 0,12 (f) 0.02 (f) 


Notd. Valorile sint luate din următoarele lutriri: (a), Goodridge si Ball (196600; (b) 
Kornacker si Lowenstein (1965) ; (c), Spiro şi Hastings (1958); (d), Kornacker si Ball (1965) ; 
(e), Flatt si Ball (1904); (f), R. W. Hanson si Ballard (1967). 

* O valoare a acestui parametru n-a fost comunicată in literatură dar, in ceea ce priveste 
importanta sa pentru acest tabel, trebule subliniat cá la porumbel lutreaga cantitate de acizi 
grasi de provenienţă glucidică este sintetizată exclusiv de câtre ficat (Goodridge şi Ball, 1966). 


O menţiune specială merită faptul că în țesuturile rumegătoa- 
relor activitatea, CL este fie foarte Mică, fie cu desăvirşire absentă 
(R. W. Hanson $i Ballard, 1967 ; Hardwick, 1966), ceea ce corespunde 
întrutotul faptului că la aceste organisme glucoza este, în comparaţie 
cu acetatul, un precursor foarte slab al AG (Ballard si Hanson, 1967e ; 
R. W. Hanson si Ballard, 1967). 
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CL este inhibată de către ADP în limite de concentraţii intil- 


nite in celulá (Atkinson si Walthon, 1967). ADP este un produs al 
reacției şi inhibă enzima într-o manieră competitivă in raport cu 
ATP. De fapt este vorba despre un control adenilic al formării acetil- 
CoA din citrat în citoplsmá şi acesta constituie unul dintre momentele 
principale ale reglării biosintezei AG de către starea energetică a celulei. 

În aceeaşi ordine de idei a dovezilor conform cărora CL este 
implicată în transferul acetil-CoA din mitocondrii în citoplasmă 
se înscriu o serie de date experimentale care arată că activitatea CL 
se modifică paralel cu intensitatea lipogenezei în diferite condiţii; 
astfel, activitatea enzimei scade mult în ficatul animalelor diabetice 
(Dixit si colab., 1967 ; Kornacker si Lowenstein, 1964 si 1965 ; Lowen- 
stein, 1965 ; Takeda si colab., 1967) si inanitiate (Kornacker $i Lowen- 
stein, 1963; D. W. Foster si Srere, 1968), iar nivelul sáu se restabi- 
leste la normal dupá administrarea insulinei, respectiv dupá hránirea 
din nou a animalelor. Activitatea enzimei urmează îndeaproape 
intensitatea lipogenezei în glanda mamară, în diferite perioade ale 
lactatiei (Howanitz şi Levy, 1965; Spencer si Lowenstein, 1966). 
O serie de manipulári hormonale, altele decît cele legate de pancreasul 
endocrin, induc modificări de acelaşi sens ale activităţii enzimei 
şi intensității lipogenezei in ficat și în glanda mamară (Abraham şi 
colab., 1964). Activitatea enzimei este afectată de natura regimului 
alimenatr (Abraham gi colab., 1964 ; Kornacker și Ball, 1965 ; Leveille 
si Hanson, 1966; Lowenstein, 1965 ; Zakim $i colab., 19672) şi, in 
sfirgit, in cursul dezvoltării ontogenetice la, o serie de specii relația 
dintre cei doi parametri este în acord cu rolul ce se atribuie enzimei 
(Goodridge, 1968; Taylor şi colab., 1967). 

Vom anticipa că, deși foarte importantă în mecanismul de 
furnizare a acetil-CoA, activitatea CL nu pare a fi totuşi factorul 
major responsabil de alterarea profundă a biosintezei AG în anumite 
condiții. Astfel, în ficatul şobolanilor inanitiati 24 de ore biosinteza 
AG este practic egală cu zero, pe câtă vreme activitatea CL se menține 
la nivelul normal (Srere și Foster, 1967) ; ea scade mult numai dupá 
o inanitie prelungită (Kornacker si Lowenstein, 1963; Srere şi 
Foster, 1967). 

Conchidem, prin urmare, că CL joacă un rol foarte important în 
transferul acetilului din mitocondrii în citoplasmă. 

Mecanismul de transfer sub forma citratului ridică o problemă : 

mitocondrială nu este uşor străbătută de citrat (Dickman 


membrana i A 
mes peyer, 1954; D. Johnson gi Lardy, 1958; Schneider şi colab., 
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1956; Srere, 19652). Aceasta înseamnă că dacă viteza de difuziune 
. & citratului din mitocondrii în citoplasmă nu este suficientă pentru 
a asigura formarea acetil-CoA în citoplasmă, trebuie să existe alte 
căi pentru regenerarea citratului în acest compartiment celular. Într- 
adevăr, o serie de date experimentale arată că există o cale alternativă, 
care se realizează cu participarea cîtorva enzime ale ciclului Krebs, 
localizate atit în mitocondrii, cît si în citoplasmă (fig. 19). În esenţă, 
această cale constă în conversia citratului în «-oxoglutarat sau glu- 
tamat, în interiorul mitocondriei, transportul acestora prin membrana 
mitocondrială în citoplasmă si reconversia lor în citrat. În felul acesta, 
se ocolește bariera de permeabilitate din calea citratului fără o 
cheltuială de energie în plus față de cea care se consumă în cazul 
transferului eventual direct al citratului. 


Existenţa acestei căi a fost demonstrată în experinte pe ficat 
perfuzat (D'Adamo și Haft, 1962 si 1965), pe secţiuni de glandă, 
mamará (J. Madsen si colab., 19642), pe glandă mamará perfuzatá 
(Hardwick, 1965), precum şi pe ţesut epididimal adipos de sobolan 
(Leveille și Hanson, 1966 si 1966a ; J. Madsen şi colab., 1964) în care 
s-a urmărit soarta metabolică a 4C din diferite poziţii ale glutamatului. 
Reconversia «-oxoglutaratului sau glutamatului in citrat, in cito- 
plasmă, este asigurată de prezența enzimelor corespunzătoare în 
acest compartiment celular. Despre aconitază se ştie de mult că 
este localizată și în citoplasmă (Dickman şi Speyer, 1954), iar în ceea 
ce privește izocitratdehidrogenazele, din cele două cunoscute, una 
NAD- și alta NADP-dependentă, numai cea de-a, doua catalizează o 
reacție reversibilă si aceasta este localizată în citoplasmă (Ernster 
și Navazio, 1956; Hogeboom si Sehneider, 1950). Nu este exclus 
ca semnificația dublei localizări intracelulare a acestor enzime ale 
ciclului Krebs să stea tocmai în legătură cu funcţionarea acestei căi 
alternative. 


În legătură cu furnizarea acetil-CoA pentru biosinteza AG se 
mai ridică problema contribuţiei relative a celor trei căi de transter 
discutate anterior. Experiente relativ recente (Daikuhara şi colab., 
1968) au demonstrat că mai mult de 80 % din acetil-CoA extramito- 
condrial, derivat din piruvat via mitocondrii, este format pe calea CL. 

Contribuţia masivă a căii citratului în ficatul de şobolan este su- 
gerată şi de faptul că modificările activităţii CL într-o serie de stări in- 
tree cu mult în amplitudine pe cele ale acetattiokinazei (tabelul nr. 38). 

Prin urmare, admifind, pe baza acestor date, că citratul este 
forma majoră sub care unităţile acetil-CoA sint puse în ultimă instanţă 
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Tabelul nr. 38 


Modificarea activităţii CL și acetattiokinazei in ficatul de şobolan în diferite stări (Kornaeker 
și Lowenstein, 1964) 


PR ad 


CL | Acetattiokinază 
vmoli/mg proteină*/oră 


—ÓM———— — ——————————————— 


| 
Starea animalului | Regimul alimentar 
Li 


* 


echilibrat 0,50 0,20 

Normal bogat in glucoză 2,40 0,30 
ss ,, îtuctoză 4.40 0,40 

echilibrat 0,21 0,11 

Diabetic bogat in glucoză 0,35 0,40 
>  stfuctoză 3,40 0,40 


* Proteină din supernatantul de 100 000 x g a omogenatului. 


la dispoziţia AcCoA-Cbx, atunci rolul citratului în biosinteza de novo 
a AG este dublu, si anume, pe de o parte, este un activator strict 


necesar pentru AcCoA-Cbx și, pe de altă parte, un precursor al sub- 


stratului acestei enzime. Citratul activează deci enzima implicată 
în consumul său, într-o etapă ulterioară a secventei; este vorba de 
fapt despre un mecanism de reglare de tip feed-kforward (opus 
celui de tip feed-back), în care produsul din etapa iniţială a căii 
stimulează activitatea unei enzime implicate în etapele ulterioare, 
asigurîndu-și astfel propria sa metabolizare în calea respectivă (0 
situaţie similară am întîlnit în cazul glicolizei, in care fructozo-1,6- 
difosfatul stimulaezá reacția piruvatkinazică ; vezi partea I, cap. V). 

Faptul că citratul îndeplinește în acest caz cele două funcţii 
reprezintă un aranjament economie pentru celulă, deoarece, în ultimă 
instanţă, acesta permite celulei să inițieze biosinteza AG numai atunci 
cînd este prezent substratul. Citratul transportat de către mitocondrii 
în citoplasmă aduce cu sine nu numai carbonul din care urmează 
să se sintetizeze AG, ci și semnalul pentru iniţierea acestei sinteze. 
Lucrul acesta este cu atit mai important, cu cit (asa cum se va arăta. 
la reglarea biosintezei AG) cantitatea de citrat destinată ca substrat 
pentru biosinteza AG este dozată de către o serie de mecanisme de 
reglare, a căror sferă de acţiune este restrinsá la spaţiul intramitocon- 
drial. Înseamnă că citratul, odată ieşit din mitocondrii, scapă acţiunii 
acestor mecanisme, dar ceea ce face ca el să fie utilizat conform 


destinaţiei imprimate în mitocondrii este dubla sa calitate : de activator - 


al AeCoA-Cbx şi de substrat pentru CL. În sfîrşit, aceste procese 
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constituie un exemplu de felul în care este transmisă informaţia 
de la un sistem care reglează (în acest caz anumite procese din mito- 
condrii) la un sistem reglat (biosinteza AG în citoplasmă). 


Proprietăți regulatorii ale sintetazei acizilor graşi 


Luată deci în ansamblu, secvenţa acetil-CoA — AG este cata- 
lizată de două enzime, AcCoA-Cbx si sintetază ; etapa limitantă, 
cum s-a demonstrat anterior, este cea catalizată de prima enzimă. 
Cum în general etapele limitante sînt cele la nivelul cărora se exercită 
controlul căilor metabolice, este surprinzător să notăm că în secvența 
acetil-CoA — AG, catalizată doar de două enzime, controlul se 
exercită și la nivelul enzimei care nu catalizează etapa limitantă. 
Probabil că această situaţie se explică prin faptul că malonil-CoA, 
produsul primei etape, mai poate lua şi altă cale în afară de reducerea 
sa la AG : este vorba despre utilizarea sa ca substrat pentru biosinteza 
sterolilor. Desi, din punct de vedere cantitativ, metabolizarea malc- 
nil-CoA este mult mai redusă pe această cale decît pe cea a biosintezei 
AG (Fimognari și Rodwell, 1964), trebuie să admitem totuşi că 
AcCoA-Cbx nu este în exclusivitate o enzimă a biosintezei de novo 
a AG şi, deci, cá un control suplimentar al acestei căi este totuşi 
necesar ; el se exercită la nivelul sintetazei. 

Sintetaza AG (SAG) izolată din ficatul de porumbel (Porter ŞI 
Long, 1958; Hsu şi colab., 1965), de şobolan (Tubbs si Garland, 
1963 și 1964), precum și cea din creierul de şobolan (Robinson $i colab., 
1963b) sint inhibate de către produşi de tipul acil-CoA ai AG cu 
catenă lungă, în limite de concentraţii intilnite în celulă. S-a atribuit 
acestei inhibitii o semnificaţie regulatorie care ar consta în controlul 
feed-back al căii de către produsul final al acesteia. Problema nu 
este încă pe deplin clarificată si iată de ce. Inhibarea SAG de către 
palmitil-CoA este dependentă de raportul dintre concentrațiile molare 
ale acestui produs și proteinei (Dorsey şi Porter, 1968), ceea ce exclude 
posibilitatea existenței unor regiuni specifice în structura enzimei 
pe care să se fixeze inhibitorul. Mecanismul prin care se realizează 
inhibarea este formarea unui amestec micelar între moleculele proteinei 
$1 cele ale inhibitorului ; aceasta se datoreşte acţiunii de agent deter- 
gent pe care o exercită produşii de tipul acil-CoA asupra moleculelor 
proteinei. Laurilsulfatul, care este un bun agent detergent, are asupra 
enzimei același efect ca şi palmitil-CoA. Asa stind lucrurile, este greu 
- de atribuit unor astfel de efecte calitatea de elemente ale unui sistem 
de reglare. 
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Este momentul să notăm aici că lista enzimelor inhibate de 
către astfel de produși este destul de mare. În afară de cele pe care 
le-am enumerat pind aici mai există multe altele între care: citrat- 
sintaza din diferite surse (Srere, 1965 ; Tubbs, 1963 ; Wieland și Weiss, 
1963) şi glutamat-, malat-, «-glicerofosfat-, izocitrat-, glucozo-6-fosfat-, 
6-fosfogluconatdehidrogenaza și fumaraza (Pande şi Mead, 1968; 
Taketa și Pogell, 1966). In unele dintre aceste cazuri nu se întrezărește 
vreo posibilitate de intregrare a acestui efect într-un sistem de control, 
respectiv nu se poate construi pe baza sa vreun model de reglare a 
activităţii acestor enzime. Aceasta sugerează că nu este vorba despre 
un mecanism de reglare. Dealtfel, specificitatea redusă a acestui 
efect, tradusă prin spectrul larg de enzime asupra căruia se rasfringe, 
a determinat pe o serie de cercetători competenți (Dorsey și Porter, 
1968; Pande si Mead, 1968; Srere, 1965; Taketa si Pogell, 1966) 
să se îndoiască de semnificaţia sa regulatorie. 

Tentativa de a atribui acestui efect o semnificaţie regulatorie, 
cel puţin în sfera biosintezei AG, este alimentată de ideea că un astfel 
de efect oferă singura șansă de a înscrie biosinteza AG in lista căilor 
metabolice reglate de către produsul final printr-un mecanism de 
feed-back negativ (asupra acestui lucru vom reveni). În orice caz, 
problema nu este defintiv rezolvată şi nu se poate formula o concluzie 
clară pînă la noi cercetări experimentale. 


Surse de echivalenți reducători pentru biosinteza de novo a acizilor grași 


În secvenţa de reacții catalizate de SAG intervin două reacții 
de reducere care necesită H * : una este conversia produsului 8-cetoacil 
în 8-hidroxiacil și alta conversia produsului a, B-nesaturat in produsul 
saturat. Aceste reacţii imprimă biosintezei AG un caracter „prin 
excelenţă reductiv şi ridică o problemă deosebit de importantă 
pentru reglarea sa, $i anume furnizarea de echivalenți reducători. 

Faptul că donatorul de H* în aceste reacții este NADPH a fost 
stabilit pentru prima dată de Langdon (1957) şi confirmat ulterior 
în diferite laboratoare (Ganguly, 1960; Hsu şi Wagner, 1970; Mat- 
thes și colab., 1963; Robinson gi colab., 1963 $1 1963a; Seubert şi 

b., 1957). 
iam MS e" de la procesele metabolice oxidative la biosinteza 
reductivă a AG prezintă o serie de aspecte foarte importante $i, prin 
urmare, meritá o analizá mai detaliată. 
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După cum reacţia de oxidare primară a substratului din care 
sînt desprinsi H* ceurmează să fie utilizaţi pentru reducerea acetil-CoA 
la AG are locîn citoplasmă sau in mitocondrii, distingem surse cito- 
. plasmatice, respectiv mitocondriale. 


Printre sursele citoplasmatice menţionăm următoarele : 


Calea peniozofosforică. Unul dintre candidaţii cei mai posibili 
la rolul de sursă de H* pentru biosinteza AG pare a fi calea pentozo- 
fosforicá din două motive: ea este localizată în citoplasmă și forma 
sub care H* este eliberat din substrat este tocmai NADPH. Transferul 
H* din poziţiile 1 şi 3 ale glucozei în molecula AG a fost stabilit într-o 
serie de experienţe în care s-a utilizat, în calitate de precursor al 
AG, glucoză marcată în mod corespunzător cu 3H (D. W. Foster şi 
Bloom, 1961; Katz şi Rognstad, 1966 ; Rous și colab., 1968 ; Shreeve 
1965; Shreeve si colab., 1967). Cum tocmai H* din aceste poziţii 
sînt transferați pe NADP* în cursul celor două reacţii de dehidro- 
genare din calea pentozofosforicá, nu există nici o îndoială asupra 
participării acestei căi în furnizarea echivalenfilor reducátori nece- 
sari biosintezei AG. Problema care se pune însă este cea a contribuţiei 
cantitative a acestei căi la generarea NADPH în citoplasmă. 


Studii sistematice asupra acestei probleme s-au făcut în special 
pe ţesut adipos de gobolan care este specializat în conversia glucozei 
în AG. În țesutul adipos, în condiţiile în care intensitatea conversiei 
glucozei în AG este maximă, din totalul de echivalenți reducători 
utilizaţi în biosinteza AG numai 60%, poate fi pus pe seama NADPH 
furnizat pe calea pentozofosforicá (Ball, 1966; Flatt şi Ball, 1963 şi 
1964; Jungas, 1968; Katz și colab., 1966; Katz şi Rognstad, 1966). 
De reţinut, prin urmare, că în țesutul adipos trebuie să existe, in 
condiţii fiziologice, alte surse de NADPH în afară de calea pentozo- 
fosforicá. 

Contribuţia, acestei căi la regenerarea NADPH în ficat n-a fost 
sistematic studiată din punct de vedere cantitativ, dar pe baza a 
o serie de considerente se poate conchide că ea este mai mică decit 
țesutul adipos. După cum s-a arătat mai înainte, intensitatea degradării 
glucozei pe calea pentozofosforici este mult mai scăzută în ficat 
decit în țesutul adipos. Studii cu (1)-3H-glucozá şi (2)-*H-lactat, 
făcute in vitro asupra ficatului de şobolan în condiţii fiziologice $i în 
hiperlipogeneză provocată, au arătat că 3H al lactatului este încorporat 
în molecula AG mult mai eficient; decît cel al glucozei (Lowenstein, 
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1961). Studii făcute în vivo pe şoareci, în care s-a urmărit comporta- 
mentul glucozei, laetatului si glicerolului ca surse de H* pentru 
biosinteza AG, au arătat clar diferența dintre ficat; şi țesutul adipos, 
în sensul menţionat aici (Shreeve gi colab., 1967). Prin urmare, se 
pare că pentru ficat diferenţa în echivalenți reducători dintre ceea 
ce furnizează calea pentozofosforicá gi necesarul total pentru biosin- 
teza AG este mai mare decît în tesutul adipos; deci si contribuţia 
relativă a altor surse trebuie să fie mai mare în ficat decît în tesutul 
adipos. 

O situaţie intrucitva similară cu cea din țesutul adipos poate 
să existe în glanda. mamară. Lucrul acesta este confirmat de o serie 
de date care arată un paralelism marcant între intensitatea lipoge- 
nezei și activitatea căii pentozofosforice în glanda mamară în diferite 
stări ale acesteia (R. Hill și colab., 1960; H. R. Levy, 1963 ; MacLean, 
1962 și 1964). Cu toate acestea, studii cantitative asupra contribuţiei 
căii pentozofosforice la furnizarea de NADPH pentru biosinteza AG 
în acest organ n-au fost făcute. 


În general vorbind, datele care atestă o relație strinsá între 
activitatea căii pentozofosforice si biosinteza de novo a AG oferă o 
bază concepţiei potrivit căreia unul dintre atributele funcţionale 
principale ale căii pentozofosforice este procurarea echivalentilor 
reducători, necesari biosintezelor reductive. De asemenea, nu există 
nici o îndoială asupra faptului că în ţesuturi ca cel hepatic, adipos 
și secretor al glandei mamare consumatorul principal de echivalenți 
reducători este biosinteza AG. Relaţia dintre cele două căi metabolice 
pare a fi o achiziţie a ţesuturilor capabile de o intensă lipogeneză, 
numai la mamifere, deoarece în ficatul păsărilor calea pentozofosforicd 
nu reprezintă un furnizor de echivalenți reducátori pentru biosinteza, 
AG (Goodridge si Ball, 1966 si 1967; Goodridge, 1968). Lucrul 
acesta pare eu atît mai surprinzător, cu cit, după cum s-a arătat 
anterior, în organismul păsărilor ficatul este sediul principal al 
lipogenezei. 

Calea Embden- M eyerhof (glicoliza). Rolul acestei căi în generarea, 
H* pentru biosinteza AG este bine studiat cantitativ în țesutul adi- 
pos. Pe baza datelor obținute într-o serie de experienţe elegante, 
Flatt și Ball (1964) au arătat; că în condiţii de lipogeneză intensă 
echivalentii reducátori care se formează în secvenţa glucozi—acetil- 
CoA completează necesarul pentru biosinteza AG (restul de 40% 
cit a rămas necompletat de la calea pentozofostorică), o parte dintre 
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ei răminînd responsabili de consumul de oxigen (si deci de generarea, 
ATP) şi formarea unor produşi reduşi, ca lactatul şi glicerofosfatul. 
În reacţia catalizată de GA3PDH, H* este transferat de pe 
substrat pe NAD? cu formare de NADH, care, după cum s-a precizat 
anterior, nu este direct accesibil SAG, dată fiind specificitatea foarte 
redusă a enzimei pentru acest piridinnucleotid. Apare așadar nece- 


zu 
> 
: g 
g b s 


1VAQId 
v 202n19 


supuso 

N92 -1132V 
9VX9 

‘IVXO 


¥ 8 G 9 
o "5 ZO 
"RY EN 
j 5 
ae BIOSINTEZA 
we È ACIZILOR GRAŞI 


Fig. 20. — Căile de transfer al hidrogenului de pe molecula glucozei 
spre biosinteza de novo a acizilor grași. CALEA PP, calea pentozofos- 
forică ; OXAC., oxaloacetat. Cifrele indică enzimele implicate in transfer: 
1, sintetaza acizilor graşi ; 2, glucozo-6-fosfat-si 6-fosfogluconatdehidroge- 
naza; 3 si 4, malatdehidrogenaza NAD” -dependentă si, respectiv, 
NADP + -dependentă ; 5, gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza ; 6, citratliaza. 


sitatea unei transhidrogenări între NADH şi NADP* care se reali- 
zează prin cooperarea a două malatdehidrogenaze (MDH), una NAD- 
şi alta NADP-dependentă (fig. 20). 

Calea MDH. Se ştie că MDH —NAD-dependentá este o enzimă 
cu dublă localizare : mitocondrială si citoplasmatică (Kun, 1963; 
Wise şi Ball, 1964) iar echilibrul reacției catalizate de ea este mult 
deplasat spre formarea malatului. MDH —NADP-dependentá este 
o enzimă citoplasmatică (Kun, 1963; Wise şi Ball, 1964; Rutter și 
Lardy, 1958) iar echilibrul reacției este mult deplasat spre decarboxi 
larea malatului, cum s-a arătat in partea I (cap. V). 
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Localizarea intracelulară gi proprietăţile cinetice ale celor două 


enzime indreptátesc presupunerea că ele pot realiza o transhidro-. 


genare între NADH şi NADP* conform. secventei : 
oxaloacetat + NADH + H+ — malat + NAD+ 
malat + NADP+ — piruvat + NADPH +H+ + CO, — 


RTE a-l P i PS RR AEE arsă M curi cac Page, E 
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suma: NADH +H*+NADP* +NAD*+NADPH+H* 


În acest fel NADH de origine glicolitică poate pune H*-ul său la dispo- 
zitia biosintezei AG. Dealtfel, transferul ?H din (2)-?H-lactat în mole- 
cula AG din ficat demonstrat în -experiențe in vitro (Lowenstein, 
1961) şi în vivo (Shreeve şi colab. ; TOOT): se explică tocmai prin co- 
operarea celor două enzime.  .. 

Dovezile în sprijinul transferului "A H* pe o astfel de cale sint 
multiple şi ele pot fi grupate astfel: 

— activitatea MDH—NADP- -dependentá, care trebuie eonsi- 
derata ea o enzimă a lipogenezei si nu a GNG, se modifică paralel 
cu schimbările intensității lipogenezei într-o mare varietate de con- 
ditii experimentale, cum s-a precizat în partea. I (cap. V); 

— activitatea MDH-—NAD-dependentă se schimbă de ase- 
menea, paralel cu modificările intensității lipogenezei in diferite 
condiții, dar într-o măsură mult mai mică decit activitatea MDH— 
„NADP-dependentă (Fiteh şi Chaikoff, 1961; R. Hill şi colab., 1957; 


Pande si colab., 1964; Rees si Huggins, 1960); aceasta este in acord- 


cu faptul că etapa limitantă în secvenţa formulată mai inainte este 


reacţia catalizată de enzima NADP-dependentă, de vreme ce acti-: 
vitatea sa este mult mai mică decit a celei NAD-dependente uc 


în ficat, cât si în țesutul adipos (tabelul nr. 39); 

— MDH — NADP-dependentă prezintă, împr eună cu alte enzime 
ale lipogenezei, o activitate mult mai crescută in. țesutul adipos in 
comparaţie cu ficatul, ceea ce este în acord cu difer entele dintre eapa- 
citatea celor două ţesuturi de a converti glucoza în AG; 

— în ficatul păsărilor, în care calea pentozofosforică nu este 


un furnizor de NADPH pentru lipogeneză, activitatea MDH—NADP- | 


dependentă (95 umoli/mg N/orá (Goodridge si Ball, 1966)) este 
de peste două ori mai mare decit activitatea sa în țesutul adipos 
(39 pmoli/mg N/oră (Wise şi Ball, 1964)), care este! vel mai capabil 
de lipogeneză la şobolan ; 

— în țesutul adipos, piruvatul, adăugat 4 in vitro ca singur sub- 
strat, este capabil de a suporta o biosinteză de AG, în condițiile 
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în care glucoza este absentă și, deci, nu este posibilă regenerarea, 
NADPH pe calea pentozofosforieá (Jeanrenaud si Renold, 1960; 
Winegrad şi Renold, 1958); aceasta arată că, într-un fel oarecare, 
piruvatul poate genera NADPH. Or, singura cale posibilă este cea 
a MDH-—NADP-dependentá, după ce în prealabil piruvatul este 
convertit în oxaloacetat, cum s-a arătat în partea I (cap. V). 

Calea izocitratdehidrogenazei N A D P-dependente (ICDH). Fiind 
localizată, in principal, în fracțiunea solubilă a celulei, cel putin în 
ficat (Ernster și Navazio, 1956; Hogeboom si Schneider, 1950), 
s-a presupus că enzima funcționează ea o sursă de NADPH utilizat in 
biosinteza AG. Pe baza a o serie de considerente însă, acestei enzime 
nu i se poate atribui un astfel de rol. Dimpotrivă, se pare că ea acti- 
oneazá ca un consumator de NADPH în secvența de reacţii respon- 
sabile de conversia extramitocondrialà a «-oxoglutaratului sau 
glutamatului in citrat, aga cum s-a arătat mai înainte. Functionarea 
acestei enzime oca o dehidrogenazá ar duce la consumarea unei párti 
din eitratul pe care mitocondriile îl trimit citoplasmei cu destinaţia, 
biosinteza AG. 

În acord cu aceste considerente sint o serie de date care arată cá 
3H din (2)-*H-izocitrat este transferat in molecula AG într-o măsură 
foarte mică în fracțiunea solubilă a glandei mamare (Kallen şi Lowen- 
stein, 1962), iar la începutul perioadei de lactatie, cînd lipogeneza 
creşte foarte mult, activitatea acestei enzime rămine neschim- 
bată (Rees si Huggins, 1960). Mai mult, atit în țesutul adipos eit si 
în glanda mamară in lactaţie, activitatea enzimei, măsurată ca o de- 
hidrogenază, este mult mai scăzută decit în ficat, iar în tesutul 
adipos ea nu se modifică paralel cu lipogeneza (Leveille şi Hanson, 
1966; J. W. Young si colab., 1964; Pande si colab., 1964). În sfîrșit, 
în ficat activitatea enzimei nu prezintă un comportament adaptativ 
în raport cu lipogeneza într-o serie de condiţii experimentale. Este 
logie să presupunem că în acele ţesuturi, in care transferul citratului 
din mitocondrii în citoplasmă se face printr-un mecanism eu impli- 
carea citratului ICDH—NADP -dependentă este o altă reacție, pe 
lîngă cele două catalizate de SAG, implicată în biosinteza AG ca 
o etapă reductivă. În ultimă instanţă, H* achiziţionat la acest nivel 
parvine moleculei AG odată cu C-2 al citratului, care, după cilvaju! 
la oxaloacetat si acetil-CoA, devine carbonul. metilic al acetil-CoA. 
Conehidem, prin urmare, cu referire la sursele citoplasmatice de 
NADPH utilizat în biosinteza AG, că rolul major il defin calea 
pentozotostorică si glicoliza in cooperare cu cele două MDH. 
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Ca surse mitocondriale menţionăm următoarele : 

în ficatul mamiferelor si al păsărilor in care, cum s-a arătat 
anterior, calea pentozofosforică contribuie într-o măsură mica la 
furnizarea de NADPH pentru biosinteza AG, o parte dintre echiva- 
lentii reducători formaţi în reacţiile de oxidare din ciclul Krebs, 
deci intramitocondrial, sînt transportaţi în citoplasmă şi convertiți 
în forma NADPH, direct accesibil biosintezei AG. 

Cum s-a discutat si cu altă ocazie în prezenta lucrare, membrana 
mitocondrialá nu este permeabilă pentru piridinnucleotide, ceea ce, 
din nou, genereazá problema formei sub care echivalentii reducátori 
parcurg calea mitocondrie — citoplasmă. Spre deosebire de situația 
întâlnită la GNG, în care substratul carbonic aduce cu sine din mito- 
condrii si echivalentii reducători, în cazul biosintezei AG lucrul 
acesta nu se petrece, ceea ce face ca paralel cu calea de transfer al 
substratului carbonic să existe o cale de transfer al echivalentilor 
reducători. Si in acest caz celula apelează la cupluri de reacţii cata- 
lizate de enzime cu o localizare intracelulară adecvată. Reacţiile 
implicate într-un astfel de transfer sint reprezentate schematic în 
figura 21. 


Mitocondrie Citoplasmă 


GLUCOZĂ i 


PIRUVAT 


PIRUVAT 


ACETIL-CoA — OXAC. 


BIOSINTEZA 
ACIZILOR GRAŞI 


MALAT 


NADH (glicolitic) | 
CITRAT — OXAC.- ACETIL- CoA 


Fig. 21. — Transferul hidrogenului din mitocondrii in citoplasmă (sub 
forma malatului) si cuplarea lui cu rolul citratului in biosinteza de novo a 
acizilor grasi. Detalii in text. OXAC., oxaloacetat. Cifrele indicá enzimele 
implicate în etapele finale ale transferului: 7 si 2, malatdehidrogenaza 
NADP-dependenta şi, respectiv, NAD-dependenta. 
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O astfel de cale operează in specia! in ficat, deoarece calea, 
pentozofosforicá, asa cum s-a subliniat mai înainte, contribuie într-o 
măsură mică la regenerarea NADPH. Din datele prezentate. în ta- 
belul nr. 39 reiese că, dacă luăm ca bază nu activitatea absolută, 
a MDH—NADP-dependenta, ci raportul dintre activitatea sa și cea, 
a CL, contribuţia sa la regenerarea NADPH este mai mare în ficat 
decit în țesutul adipos. 


Tabelul nr. 39 


Activitatea citorva enzime implicate in lipogeneză 


In ficatul si in țesutul epididimai 
adipos de şobolan normal 


2E Tesut adipos | Ficat 
‘Enzima a 
umoli/mg N/oră 
ATP-citratliaza | 15 15 (b) 
MDH-NADP-dependentă | |. 89 [f (9 5,0 
MDH — NAD-dependentă citoplasmatică 1 990 1 110 (c) 
io © mitocondrială 87 | (| 147 | 


Notă. Valorile sint luate din următoarele lucrări: (a), Kornacker si Ball (1965); 
(b), Kornacker si Lowenstein (1004): (c), Wise si Ball (1964). 

Dacă în ficat, în timpul lipogenezei există un flux de echivalenti 
reducători din mitocondrii în citoplasmă, atunci in țesutul adipos 
se pare că există un flux de sens invers. Deosebirea dintre cele două 
țesuturi este generată de diferenţa în contribuţia relativă a căii 
pentozofosforice la generarea NADPH. Studii asupra bilanţului 
piridinnucleotidelor reduse în țesutul adipos, în condiţii de lipogenezá 
intensă din glucoză, au arătat cá echivalentii reducátori care se for- 
mează în secvenţa glucozi—acetil-CoA 'sînt în exces faţă de restul 
de 40% cit a rămas necompletat; de icătre calea pentozofosforicá 
(Ball, 1966 ; Flatt si Ball, 1963 si 1964). Este necesar ea acest exces 
să fie utilizat într-un fel oarecare, pentru ca întreaga secvență să 
poată opera continuu. Consumarea lor se face in lanţul transportor 
de electroni, după transferul în mitocondrii. În acest caz intensitatea 
reacțiilor din ciclul Krebs trebuie să sgadă, ceea ce s-a demonstrat 
experimental (Flatt gi Ball,- 1964). l 


Reglarea de ansamblu a biosintezei de novo a acizilor grași 


Reglarea biosintezei de novo a acizilor grași de către starea ener- 
getică a celulei. Spre deosebire de alte căi metabolice prezentate pină 
aici, biosinteza de novo a AG este o cale relativ săracă în enzime iar 
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reacţia limitantă nu este afectată în mod direct de către elementele 
sistemului adenilic sau cel puţin deocamdată nu au fost descrise astfel 
de efecte. Cu toate acestea, controlul de către starea energetică a celulei 
se rásfringe si asupra acestei căi metabolice, numai că in acest caz el 
îmbracă cîteva aspecte particulare,  - 

Considerind biosinteza de novo a AG ca o etapă finală în depozi- 
tarea excesului de energie adus de către glucoză, atunci de-a, lungul 
acestei căi metabolice distingem încă două enzime, și anume citrat- 
sintaza (CS) şi CL, care acţionează la un nivel premergător reacției 
de carboxilare a acetil-CoA. —— : 

. Este uşor de observat cá, in fond, momentul principal al reglárii 
energetice a biosintezei de novo a AG îl reprezintă distribuţia, acetil- 
CoA pe cele două căi majore : arderea în ciclul Krebs, pentru a elibera, 
energie, sau depunerea sub forma AG, pentru a depozita energie. 

Acceptind că mecanismul major de transfer al acetil-CoA din 
mitocondrii in citoplasmă; este cel cu participarea citratului, atunci, 
independent de soarta ulterioară, a sa, acetil-CoA trebuie să formeze 
citratul prin condensare cu oxaloacetatul. Prin urmare, se pune pro- 
blema: cum este controlată distribuţia, „citratului între oxidarea, 
sa în ciclul Krebs si efluxul său în citoplasmă de către starea ener- 
getică a celulei. Urmărind poziţia reacției ICDH în ciclul Krebs ob- 
servám că ea este una dintre reacţiile la nivelul căreia este posibilă, 
exercitarea unei reglări de aga manieră incit să se reflecte asupra 
cantităţii de citrat, accesibilă uneia sau alteia dintre cele două căi. 
Într-adevăr, s-au descris citeva proprietăţi ale ICDH —NAD-depen- 
dente care indreptátesc presupunerea, că reacţia catalizată de această, 
enzimă este un punct de control în metabolismul citratului şi, implicit, 
în biosinteza AG. Astfel, enzima, este activată, de către ADP la con- 
centratii care pot fi intilnite în celulă (Chen gi Plaut, 1963). S-a, arătat, 
de asemenea, că enzima, este inhibată, de către ATP şi NADH (Chen 
și Plaut, 1963), dar studii ulterioare au pus la îndoială specificitatea 
ATP ca inhibitor al enzimei (Goebell si Klingenberg, 1964 ; Klingenberg 
și colab., 1965). 

. După cum s-a prezentat; pe larg mai înainte, CL este inhibată 

de cátre ADP. Pe baza comportamentului cinetic al celor două enzime 
faţă de ADP se poate specula că în condiţiile unui potenţial ener- 

. getic scăzut al celulei (ATP/AMP scăzut), deci cînd concentraţia 
de ADP este crescută, activitatea IODH. va fi stimulată iar a CL va 

fi inhibata ; aceasta duce la o captare mai intensă a citratului în ciclul 

.. Krebs şi, în consecință, la sustragerea sa de pe calea transferului in 
„citoplasmă. În acelaşi timp, accesibilitatea sa ca substrat pentru bio- 
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sinteza AG scade şi datorită stării de inhibifie (produsă de ADP) in 
care se găseşte CL. 

Studii făcute de noi (Deaciuc şi Frecus, 1971) cu privire la 
efectul adeninnueleotidelor asupra metabolismului  (1,5)-MC-citra- 
tului în omogenate hepatice de porumbel au arătat că, într-adevăr, 
creşterea concentraţiei AMP sau ADP duce la scăderea utilizării 
citratului pentru biosinteza AG si la creșterea marcantă a oxidării 
sale. Aceste date confirmă existenţa mecanismului de control schiţat 
mai înainte. 

Este de presupus că atunci cînd necesităţile energetice imediate 
ale celulei sint mari, acetil-CoA va fi utilizată pentru satisfacerea lor 
şi nu pentru sinteza AG. Noi am arătat în experiențe pe 
omogenate hepatice de porumbel că o creştere a concentraţiei AMP 
sau ADP duce la scăderea utilizării (2)-“C-acetatului pentru bio- 
sinteza acizilor grași sila creșterea oxidării sale (Deaciue şi Frecus, 
1971). Nu este exclus ca in acest caz lucrurile să se petreacă intrucitva 
altfel decît s-a arătat mai înainte. Creşterea concentraţiei de ADP 
stimulează fluxul de electroni prin lanţul respirator, ceea ce duce la 
intensificarea activităţii dehidrogenazelor ciclului Krebs în virtutea 
creşterii vitezei de reoxidare a NADH; aceasta, la rîndul său, duce 
la creşterea fluxului de carbon prin ciclul Krebs, deci a oxidării 
acetatului. În acest caz, din cantitatea dată de acetat, partea desti- 
natá biosintezei acizilor graşi va scădea ca o consecinţă a creșterii 
celei destinate oxidării. 

Considerind acetil-CoA ca un metabolit care ocupă un punct 
de răscruce între două căi metabolice majore, strîns legate de energe- 
tiea celulară — oxidarea în ciclul Krebs şi biosinteza acizilor graşi —, 
controlul distribuţiei sale trebuie să se facă la nivelul reacțiilor enzi- 
matice care reprezintă „porțile? de pătrundere în căile respective. 
Acestea sînt CS pentru ciclul Krebs şi AcCoA-Cbx pentru biosinteza 
de novo a acizilor grași. 

Pentru CS s-au descris cîteva proprietăţi regulatorii care suge- 
rează că ea este un instrument al unei astfel de reglări exercitate 
de starea energetică a celulei. CS izolată dintr-o varietate de surse, 
inclusiv ficatul, este puternic inhibată de către ATP într-o manieră 
alosterică (Hathaway şi Atkinson, 1965; Jangaard si colab., 1968; 
Shepherd si colab., 1965; Shepherd și Garland, 1966). Inhibitia este 
competitivă în raport; cu acetil-CoA și nu afecteazá afinitatea enzimei 
pentru oxaloacetat. Ki pentru ATP este cuprinsă între 0,4 şi 1 mM 
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Pe baza acestei proprietăţi a CS se poate imagina următorul 
mecanism : cînd concentraţia ATP in celulă este mare, activitatea, 
enzimei — care iniţiază captarea acetil-CoA în ciclul Krebs — va 
scădea si, implicit, va creşte disponibilitatea, acetil-CoA. pentru bio- 
sinteza AG. Dacă n-ar exista anumite îndoieli, menţionate mai îna- 
inte, acest mecanism ar putea constitui baza unui control eficace el 
partiţionării acetil-CoA. 

În primul rind, CS este inhibată şi de către ADP (Hathaway si 
Atkinson, 1965; Shepherd si Garland, 1966). Or, o enzimá care 
reacționează in acelaşi fel la modificările concentraţiei celor două 
adeninnucleotide nu pare a fi un punct de control exercitat de către 
starea energetică a celulei, deoarece concentrația celor doi compuşi 


se modifică în sens opus și reflectă nivele diferite ale potenţialului 
energetic celular. 


În al doilea rînd, datele potrivit cărora inhibarea CS de către 
ATP apare şi în mitocondriile intacte (Shepherd şi colab., 1965) 
n-au putut fi confirmate pe acelaşi tip de preparate (J. R. William- 
son gi colab., 1966; J. R. Williamson si Olson, 1968). 


În al treilea rind, un astfel de efect al ATP asupra CS vine in 
contradicție cu alte două momente ale controlului celular al biosin- 
tezei AG : activarea AcCoA-Cbx de către citrat si inhibarea CL de 
către ADP, discutate anterior, asupra cărora nu există, cel puţin 
deocamdată, nici o îndoială. Ar însemna cá la o concentraţie crescută 
de ATP cantitatea de citrat necesară activării AcCoA-Cbx să scadă 
ca urmare a inhibării CS şi, în consecință, să scadă si activitatea, 
AcCoA-Cbx (deci antrenarea acetil-CoA în biosinteza AG să scadă). 
Simultan, activitatea CL ar trebui să crească, de vreme ce concen- 
tratia inhibitorului său (ADP) este scăzută ; în aceste condiţii enzimei 
nuise poate oferi substrat (citratul), de vreme ce concentrația acestuia, 
trebuie să scadă ca urmare a inhibării enzimei (CS), al cărui 
produs este. 


Revenind la controlul adenilie al secventei glucozi>AG ob- 
servăm din nou citeva contradicții. 


După cum am arătat pe larg în cazul glicolizei, pe de o parte, 
PFK este inhibata de către ATP, fapt bine fundamentat experimen- 
tal, iar pe de altă parte CL este inhibatá de ADP. Comportamentul 
celor două enzime, luate separat, față de adeninnucleotide este in 
concordanţă cu relația dintre căile metabolice din care tac parte şi 
energetica celulară. Este firesc ca la concentraţii crescute de ATP 
celula să nu fie interesată în degradarea glucozei ; la fel de firese pare 
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însă ea în aceleași condiţii să nu degradeze acetil-CoA, ci să-l îndrepte 
spre biosinteza AG. Contradictia apare însă privind lucrurile de pe 
poziţia întregii secvenţe care duce de la glucoză la AG: un nivel 
crescut de ATP nu poate promova în același timp o glicoliză intensă 
şi o biosinteză intensă de AG pe seama carbonului glucozei. Contra- 
dáctia se adincegte și mai mult dacă avem în vedere faptul cá citratul 
este simultan un activator al AcCoA-Cbx si un inhibitor al PFK. Ca 
si în cazul glicolizei, condiţiile care se asociază cu creșterea continu- 
tului de citrat în ficat se caracterizează printr-o slabă metabolizare 
a glucozei, precum şi printr-o biosinteză extrem de scăzută a AG. 
În experienţe pe ţesut epididimal adipos de şobolan am demonstrat 
că o creştere a concentraţiei intracelulare de citrat (ca urmare a inhi- 
bării ciclului Krebs cu monofluoroacetat) se asociază cu o serie de 
„modificări metabolice, care pot fi interpretate în sensul inhibării 
PFK de către citrat (Deaciuc gi Frecuş, 19714), Este clar că în aceste 
condiţii nu mai poate fi vorba, despre o conversie a glucozei în acizi 
graşi. Într-o altă serie de experienţe am demonstrat; că o creștere a 
concentraţiei de citrat în secţiunile hepatice de şobolan nu duce la 
o stimulare a biosintezei AG din (2)-4C-acetat (Deaciue si Gulii, 
1968). dai. piot ase n bs aod ub 
Felul cum aceste contradicții aparente sint rezolvate de către 
celulă rămîne, o problemă deschisă. " teria 
* Conchidem, prin urmare, că un control adenilic al biosintezei 
AG, mijlocit de efectul direct al adeninnucleotidelor asupra enzimelor, 
se exercită cel puţin la nivelul CL si la cel al ICDH — NAD-dependente. 
În toate variantele controlului biosintezei AG de către starea 
energetică a celulei, schitate mai înainte, observăm că de fapt avem 
de-a face în primul rind cu controlul cantităţii de substrat care urmează 
să fie depozitată sub forma AG. Cantitatea de acetat destinată bio- 
sintezei AG este reprezentată de către acel surplus care rămîne după 
ce celula își satisface, pe seama acetatului, necesităţile energetice 
de moment. Cu alte cuvinte, se pare cá in mod activ este reglată 
numai captarea acetatului în ciclul Krebs si că prezenţa ca atare à 
unui exces de acetat; este deja un semnal pentru iniţierea biosintezei 
AG, În termeni cinetici aceasta se traduce prin faptul că nivelul con- 
centratiei de acetat; necesar pentru saturarea ciclului Krebs este mai 
scăzut decît cel necesar pentru saturarea cu substrat a biosintezei 
de novo a AG; pentru unele preparate lucrul acesta a fost eonfirmat. 
experimental (Abraham şi Chaikoff, 1959) şi extinderea cercetării 


sale ar prezenta interes. 
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. Dintre toate căile metabolice oxidative, ciclul Krebs este cel 
mai direct legat de lanţul transportorilor de electroni ; intensitatea flu- 
xului de electroni prin acest lanţ este dictată direct de concentraţia, 
elementelor sistemului adenilie. Cum însă intensitatea fluxului de 
electroni prin acest lanţ poate afecta direct activitatea dehidrogena- 
zelor ciclului Krebs si, prin aceasta, fluxul de carbon în ciclu, este clar 
că starea energetică a celulei afectează în acest fel, adică pe o cale 
ocolită, cantitatea de acetat care trebuie să ardă în ciclu şi, implicit, 
pe cea destinată biosintezei AG. Nu este exclus ca acesta să fie meca- 
nismul major prin care se stabileşte dependenţa dintre intensitatea 
biosintezei AG si starea energetică a celulei. 

Reglarea biosintezei de novo a acizilor grași de către produsul 
final. Reglarea activităţii unei căi metabolice de către produsul final 
prin mecanismul de feed-back negativ este, conform cunoștințelor 
pe care le avem în prezent, unul dintre cele mai răspîndite mecanisme 
de reglare, întrucît se extinde asupra majorităţii căilor metabolice 
cunoscute. Este surprinzător faptul că în ceea ce privește biosinteza 
de novo a AG existenţa unui astfel de mecanism de reglare comportă 
o serie de incertitudini. 

O primă chestiune care prezintă interes în legătură cu această 
este natura produsului final ul biosintezei AG, cu alte cuvinte este 
acesta un AG liber sau un acil-CoA ? S-a demonstrat că la mieroorga- 
nisme (drojdie) după încetarea ciclului catalizat de SAG, molecula 
acidului gras este transferată de pe o grupare —SH a complexului 
pe gruparea — SH a CoA, formindu-se astfel acil-CoA (Lynen si colab., 
1964). La mamifere în glanda mamară (S. S. Smith şi Dils, 19662) 
şi la păsări în ficat (Bressler si Wakil, 1962; Hsu $i Yun, 1970; Porter 
si Tietz, 1957), produsul final este un AG liber. Oricare ar Îi însă 
soarta, ulterioară a acestuia (oxidare sau înglobarea in structura lipi- 
delor) el trebuie mai întîi activat prin esterificare cu CoA, formînd 
astfel un aeil-CoA. Conţinutul de AG liberi în general foarte scăzut 
în diferite ţesuturi (George $i Vallyathan, 1964; Muto şi Gibson, 
1970) atestă faptul că activarea lor se face imediat după terminarea 
sintezei. Cantitatea produșilor acil-CoA este supusă în ţesuturi unor 
mari variaţii, în funcţie de starea organismului şi, după cum am văzut 
eu ocazia deserierii proprietăţilor regulatorii ale unor enzime (inclu- 
siy AcCoA-Cbx si SAG), aceștia pot afecta activitatea unor enzime 
în limite de concentraţii întilnite în celulă. | uu» 

Se poate imagina că acumularea unui produs acil-CoA. fie ca 
urmare à unui defect în metabolizarea să, fie ca urmare a unei lipolize 
intense (ceea ce se petrece în inanitie şi diabet) va duce la scăderea 
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intensității biosintezei AG, de vreme ce activitatea AcCoA-Cbx 
si a SAG va fi inhibată în aceste condiţii (inhibitia acestor enzime 
de către acili-CoA a fost discutată anterior). 

O primă confirmare a operării unui'astfel de mecanism regulator 
este oferită de o mulţime de date care arată că adăugarea microzo- 
milor la fracțiunea supernatants (lipsită de particule) capabilă de 
sinteza AG din acetat duce la stimularea marcantă a biosintezei AG 
(Abraham şi colab., 1960, 1961 şi 1963 ; Howard și Lowenstein, 1964 ; 
Easter şi Dils, 1968; Lachance şi colab., 1958 ; Lorch şi colab., 1960). 
Efectul acesta a fost pus pe seama capacităţii microzomilor de a 
cataliza esterificarea acil-CoA cu «-glicerofosfatul şi de a forma astfel 
lipidele neutre. În felul acesta produsii acil-CoA sînt înlăturați din 
sistem (de notat că microzomii sînt sediul sintezei gliceridelor 
(Stein si Shapiro, 1958)). Într-adevăr, adăugarea simultană a miero- 
zomilor si glicerofosfatului induce o stimulare şi mai mare a biosintezei 
AG decît simpla adăugare a microzomilor (Howard şi Lowenstein, 
1964). Aceste date au sugerat, de asemenea, posibilitatea ca cel puţin 
in ficat conţinutul de «-glicerofosfat să fie un factor de reglare a bio- 
sintezei AG (Kornacker și Lowenstein, 1963), dar date mai recente 
(Zakim și colab., 1967) n-au putut stabili o relaţie între intensitatea 
conversiei acetatului in AG si conţinutul de «-glicerofosfat în ficatul 
de şobolan, în diferite condiţii experimentale. 

O altă reacţie implicată în biosinteza AG, la nivelul căreia se 
exercită probabil un control prin feed-back negativ, este cea catali- 
zată de CS. Dintr-o serie de surse, incluzind ficatul, enzima este inhi- 
bată de către palmitil-CoA si alti acili-CoA cu lanţ lung (Tubbs, 
1963 ; Tubbs şi Garland, 1964; Srere, 1965 ; Wieland şi Weiss, 1963; 
Wieland şi colab., 1964a şi 1965). Se pare că acest efect prezintă 
un înalt grad de specificitate, deoarece nici acizii graşi şi nici derivații 
de tipul acil-(defosfo)-CoA nu afectează activitatea enzimei. Efectul 
inhibitor se desfășoară după o curbă de tip sigmoidal, ceea ce sugerează 
că interacţiunea enzimă— efector implică procese de natură aloste- 
rică. Deoarece, însă, inhibarea enzimei nu se asociază cu modificări 
ale valorii constantei de sedimentare, iar inhibitia nu este uşor rever- 
sibilă, depinzind de raportul concentraţiei molare enzimă/inhibitor, 
acestui efect i se aplică toate obiecțiile care pun la îndoială, dar nu 
exclud, semnificaţia sa fiziologică. Întrucît, deocamdată nu s-a ima- 
ginat un mijloc experimental capabil de a oferi date care să excludá 

în mod cert semnificaţia regulatorie a unui astfel de efect se poate 
considera că el joacă un oarecare rol în reglarea biosintezei de novo a AG. 
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Controlul biosintezei AG prin feed-back negativ se exercită, 
nu numai asupra enzimelor implicate in conversia glucozei in AG, 
ci şi asupra unor enzime responsabile de regenerarea echivalenfilor 
reducátori, utilizaţi în biosinteza AG. Astfel, derivații de tipul acil-CoA 
exercită un efect inhibitor asupra activităţii glucozo-6-fosfatdehidro- 
genazei (Eger-Neufeldt şi colab., 1965 ; Taketa și Pogell, 1966) (de- 
talii în partea I, cap. IV). Prin urmare, în condiţiile creșterii concen- 
tratiei intracelulare a acestor produși este blocat nu numai fluxul de 
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Fig. 22. — Etapele secventei responsabile de conversia glucozei în acizi 
graşi, la nivelul cărora se exercită un control de tip feed-back negativ de 
către produsul final (acizii grași liberi (AC. GR.) sau esterii lor cu CoA 
(ACIL-CoA)). OXAC., oxaloacetat ; G6P, glucozo-6-fosfat ; 6PG, 6-fosfoglu- 
conat. Cifrele încercuite indică reacţiile catalizate de enzimele a căror 
activitate este inhibatá de produsul final: 7, glucozo-6-fosfat- şi 6-fosfo- 
gluconatdehidrogenaza ; 2, citratsintaza; 3, acetil-CoA-carboxilaza; 4, 
sintetaza acizilor graşi. Semnul (—) de pe traiectul ságetilor indică un 
efect inhibitor asupra activităţii enzimei. 


carbon, ci si cel de echivalenți reducători spre biosinteza AG. Prin 
aceasta se asigură evitarea generării inutile a echivalentilor redueátori. 
Distingem deci patru etape în biosinteza AG, la nivelul cărora 
se exercită un control prin feed-back negativ ; acestea sint reacţiile: 
catalizate de CS, AcCoA-Cbx, SAG si glucozo-6-fostatdehidrogenaza, 
reprezentate schematic in figura 22. 
“~~ Qu toate îndoielile care există asupra acestor mecanisme, o 
serie de date experimentale arată că între cantitatea de lipide si 
intensitatea biosintezei AG este o relaţie care atestă existența unui 
sistem de reglare a biosintezei AG prin feed-back negativ. Astfel: 
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| — menţinerea animalelor pentru perioade mai scurte sau mai 
lungi la un regim alimentar bogat în lipide duce la o depresie marcantă 
a biosintezei AG în ficat (Bortz si colab., 1963; Brice si Okey, 1956 ; 
R. Hill si colab., 1958 si 1960; Jansen și colab., 1966; Whitney gi 
Roberts, 1955; Yugari şi colab., 1964); 

— involutia provocată a glandei mamare in lactatie duce in 
scurt timp la depresia biosintezei AG (MacLean, 1964); 

— în omogenate hepatice integrale, în țesutul adipos epidi- 
dimal, precum $i în culturi de fibroblaste lipogeneza este drastic redusă 
după adăugarea AG liberi (J. M. Bailey și colab., 1962; Langdon, 
1960; Cahill şi colab., 1960); 

— în secţiunile hepatice viteza sintezei AG si lipidelor complexe 
depinde de conţinutul prealabil al acestora în ţesut, astfel încît modi- 
ficările celor doi parametri sînt de sens opus (Brady şi colab., 1951); 

— creșterea masivă a conţinutului de AG liberi și acili-CoA în 
inanitie şi diabet se asociază cu scăderea drastică sau chiar cu supri- 
marea biosintezei AG; 

— într-o perioadă de aproximativ două ore de la administrarea, 
per os a uleiului de porumb se observă o depresie marcantă a biosin- 
tezei AG (Bortz și colab., 1963). 

Reglarea genetică a biosintezei de novo a acizilor grași. Acest 
mecanism de reglare este foarte bine documentat experimental. 
Astiel, modificări ale conţinutului de glucide sau lipide din hrană 
indue schimbări în cantitatea atit a enzimelor implicate direct in 
lipogeneză, cit şi a enzimelor care concură la întreţinerea lipogenezei. 
Aceste modificări sînt de asa manieră încît creșterea aportului de glu- 
cide în hrană duce la mărirea cantităţii de enzime lipogenetice, iar 
creşterea aportului de lipide în hrană duce la scăderea cantităţii 
acestor enzime. ; 

Deoarece, pe de o parte, aceste modificări sînt diminuate sau 
chiar suprimate de către inhibitori ai biosintezei proteinelor (Gel- 
lhorn gi Benjamin, 1964 și 1966; Gibson si colab., 1966; Hicks si 
colab., 1965) şi, pe de altă parte, ele sînt precedate şi asociate cu 
modificări ale metabolismului ARN (Gellhorn si Benjamin, 1966), 
nu încape nici o îndoială că ele se realizează pe calea sistemului res- 
ponsabil de biosinteza enzimelor. 

Enzimele implicate direct sau indirect în lipogeneză răspund 
sincron la o serie de modificări ale compoziţiei regimului alimentar. 
Lucrul acesta i-a determinat pe unii autori (Gibson şi colab., 1966) 
să formuleze ipoteza conform căreia un singur operon ar îi respon- 
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sabil d controlul vitezei de formare a setului de enzime din lipo- 
geneză. | 
După cum se vede, controlul genetic al lipogenezei nu poate fi 
pus la îndoială, dar mecanismele prin care acesta se realizează, sînt 
deocamdată probleme de domeniul speculatiei. Aceasta, este de fapt 
în general situaţia și în cazul reglării genetice a altor căi metabolice 
la organismele superioare. 


BIOSINTEZA ACIZILOR GRAȘI PRIN ALUNGIREA CATENEI 


Mecanismul şi localizarea intracelulară a biosintezei acizilor graşi 
prin alungirea catenei 


În esenţă, mecanismul alungirii catenei acizilor grași comportă 
inversiunea reacţiilor f-oxidării, respectiv formarea unui produs 
8-cetoacil (rezultat din condensarea unui primer-acil-CoA- cu acetil- 
CoA), catalizată de -cetoaciltiolazá; reducerea B-cetoacilului la 
B-hidroxiaeil, catalizată de f-hidroxiacil-CoA-dehidrogenazá ; dehi- 
dratarea f-hidroxiacilului, cu formarea produsului «,f-(nesaturat)- 
acil-CoA, catalizată de enoil-CoA-hidratazá si, ultima etapă, reducerea 
produsului nesaturat la unul saturat; această reacţie este catalizată 
‘de o enzimă specifică nu B-oxidării, ci acestui sistem de biosinteză 
a AG; este vorba despre enoil-CoA-reductazá. 

Prin urmare, din cele patru etape ale procesului trei sint cata- 
lizate de enzime ale f-oxidării si una de o enzimă specifică proprie 
căii de alungire. Participarea acestei enzime marchează de fapt deo- 
sebirea dintre simpla reversiune a oxidării și biosinteza AG prin 
alungirea catenei. Descoperită încă în 1957 de către Langdon şi re- 
marcată în același an de către Seubert şi colab., enzima prezintă o 
înaltă specificitate pentru NADPH, ceea ce implică necesitatea acestui 
cofactor în alungirea catenei. De reţinut, prin urmare, cá procesul 
de alungire a catenei acizilor graşi, ca dealtfel si cel al biosintezei 
de novo, este unul reductiv şi cá echivalentii reducátori îi sint direct 
accesibili atit sub forma NADH, cit si sub forma NADPH. 

De vreme ce alungirea catenei prin mecanismul descris se 
face cu participarea obligatorie a unor enzime ale B-oxidării si de 
vreme ce acestea sînt localizate exclusiv în mitocondrie, este clar 
că şi alungirea lanţului trebuie să fie un proces mitocondrial. Într- 
adevăr, o mulţime de cercetători au demonstrat capacitatea prepara- 
telor mitocondriale din diferite ţesuturi de a converti acizii graşi 
preexistenti în omologi superiori ai acestora (Abraham şi, Menkes, 


18 — e. 478 


m illl. 
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1968; Alexander gi colab., 1966; Barron, 1966; Colli si colab., 1969; 
Dahlen si Porter, 1968; Harlan, 1962; Harlan $i Wakil, 1962 si 
1963; Hüllsmann, 1960). Produsii finali ai procesului de alungire 
sint AG de tipul 14 : 0,16 :0,18 :0,20 :1, 22 :4,22 :6 etc. (Aeberhard 
si Menkes, 1968; Wakil şi eolab., 1960). 

Mecanismul de alungire a eatenei AG deseris nu este unio in 
celulă. O serie de date mai vechi au arătat capacitatea microzomilor 
de a cataliza o biosintezá de AG cu pornire de la malonil-CoA (Abra- 
ham si colab., 1961 şi 1962). Date mai recente aratá cá, de fapt, aceastá 
sintezá este o alungire a catenei in care insá unitatea activá de con- 
densare este nu acetil-CoA, ci malonil-CoA (Aeberhard și Menkes, 
1968 ; Guchait si colab., 1966 ; Nugteren, 1965). În acest caz, desigur, 
nu pot fi implicate enzimele f-oxidării, de vreme ce prezența acestora 
în microzomi n-a fost pusă vreodată în evidenţă. Produşii finali 
ai acestei cái sînt AG de tipul 14 : 0,16 :0 si 18 : 0, care se recuperează 
din sistem sub forma fosfolipidelor. Este demn de notat că — cel 
puţin în unele preparate microzomiale, cum sint cele din creierul 
de şobolan — acest sistem de alungire a catenei coexistă cu cel al 
biosintezei de novo (Aeberhard si Menkes, 1968). Semnificaţia fizio- 
logică a acestui fapt nu este clară. 

Din cele expuse pînă aici reiese că nu există vreo îndoială 
asupra faptului că biosinteza AG prin alungirea catenei operează în 
mitocondrii, utilizînd acetil-CoA, si in microzomi, utilizind malonil- 
CoA drept unităţi de condensare cu primerul. 

Ín ultimii ani s-au comunieat o serie de date care sugereazá 
posibilitatea ca mitocondriile să suporte o biosinteză de AG pe o 
cale malonil-CoA-dependentá. Problema dacă această cale reprezintă 
o biosintezá de novo sau prin alungirea catenei este mult discutată, 
neprimind încă o rezolvare definitivă. 

Coexistenta în celulă a mai multor sisteme de biosinteză a AG 
ridică problema contribuţiei relative a acestora la biosinteza totală 
de AG. În tabelul nr. 40 se prezintă citeva date relativ recente cu 
privire la ponderea celor trei sisteme în biosinteza totală de AG în 
„ficatul de şobolan. 

Se vede din acest tabel că sistemul biosintezei de novo asigură 
peste 50%, din biosinteza totală de AG în ficat, măsurată în condiţii 
optime. 
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Tabelul nr. 40 


Contribuţia relativă a diferitelor sisteme la biosinteza de acizi graşi în ficatul de sobolan (după Donaldson 
si colab., 1970) 
— a ae 
Sistemul de bio- | Unitatea de Agentul | Inten- % din 
sinteză a AG | condensare reducător | sitate* total 
er R err t 


Mecanismul 


| | 
Mitocondrial | acetil-CoA NADH alungire 152 | 19,0 
Microzomal | malonil-CoA NAD(P)H i 230 | 28,6 
Solubil ** | malonil-CoA NADPH de novo 422 | 52,4 


* Valorile sint exprimate ín uumoli substrat incorporat/min/mg proteină in omogenatul total. 
** Este vorba dspre fracțiunea solubilă a omogenatului integral. 


Reglarea biosintezei acizilor grași prin alungirea catenei 


Referitor la această problemă există un număr relativ mic de 
studii experimentale si ele tratează in general un singur aspect : rolul 
potenţialului redox mitocondrial în reglarea acestei căi. Reglarea 
biosintezei prin alungire de către starea potenţialului redox din 
mitocondrii se reduce de fapt la regiarea sa de către starea energetică 
a celulei. 

Este evident că deplasarea echilibrului reacţiilor g-oxidárii 
spre sinteză se poate realiza în condiţiile unei valori scăzute a rapor- 
tului NAD*/NADH, respectiv pe fondul unei concentraţii crescute 
de NADH. Dar, la rîndul său, valoarea acestui raport este determi- 
pata de către starea funcţională a lanţului citocromic, controlată 
si ea de concentraţia relativă a elementelor sistemului adenilic. 
Reiese că, în ultimă instanţă, starea energetică a celulei este factorul 
care decide dacă o parte a acetil-CoA din mitocondrii să fie arsă în 
ciclul Krebs sau să fie condensată cu un acil-CoA şi astfel scoasă din 
circuitul energetic de moment al mitocordriei. 

S-au comunicat o serie de date care arată că intermediarii ciclului 
Krebs stimulează biosinteza AG într-o serie de preparate mitocondriale 
(Aeberhard si Menkes, 1968; Barron, 1966; Harlan si Wakil, 1962; 
si 1963 ; Hull si Whereat, 1967 ; Quagliariello $i colab., 1968). Meca- 
nismul major prin care se realizează efectul amintit este menţinerea. 
de către aceşti intermediari a unei concentraţii crescute de NADH 
in mitocondrii, O poziţie aparte ocupă din acest punet de vedere 
succinatul, a cărui oxidare nu este NAD- dependentă şi, prin urmare, 
nu poate genera in mod direct forma redusă a NAD. S-a arătat cá 
3H al succinatului (din poziţiile 2 si 3) este foarte eficace încorporat 
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in AG sintetizati pe calea alungirii in preparate mitocondriale (Wher- 
eat, 1965) şi că succinatul însuși este un stimulator al biosintezei 
AG in mitocondriile cardiace (Whereat și colab., 1967; Hull si 
Whereat, 1967; Whereat, 1965). Efectul stimulator al succinatului 
se poate explica, pe de o parte, prin conversia sa in malat care gene- 
rează forma redusă a NAD (calea I din schema reprezentată in figura 
23) şi, pe de altă parte, prin reducerea NAD+ pe calea inversiunii 


ACETIL-CoA  CoASH 


ACIL- CoA (Cn+2! 


ACIL-CoA (Cn) ALUNGIREA CATENEI AC. GRAŞI 


F Pox F Paro 
(II) 


Tikes ES 
+ aicea . . 
NAD NADH =—=FP, == [Fe/s.a,, cit.b] — cit. c —--— 0, 
oo Ro 0T 
| 
ROTENONA 
fw 


succinat -P—L——. FP, 


MALONAT 


Fig. 23. — Căile de transfer al echivalentilor reducatori de la succinat spre 

procesul de alungire a catenei acizilor grași. Detalii in text. FPox si FPrep,. 

flavoproteina acil-CoA-dehidrogenazei oxidată, respectiv, redusă; FPy, 

flavoproteina NADH-dehidrogenazei ; FP;, flavoproteina succinat dehidro- 

genazei ; Fe/S, fier neheminic; Qio, ubicvinona, coenzima, Q: Cit., ci- 
tocrom ; OXAC., oxaloacetat. 


transferului de electroni în lanţul citrocromic între citocromul b 
si NAD+ (calea II din aceeaşi schemă). Într-adevăr, s-a arătat că 
succinatul stimulează biosinteza AG atît în prezenţa rotenonei (calea 
I din schemă), cât si în absenţa acesteia (calea I + II din schemă) 
și că efectul său este suprimat; de către malonat, un inhibitor al 
succinatdehidrogenazei (Hull si Whereat, 1967). 

. Este momentul potrivit să notăm că utilizarea NADH format 
pe calea II din schemă, adică pe seama inversării transferului de elec- 
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troni, pentru un proces de biosinteză reductivă oferă o bază spre 
elucidarea semnificației funcţionale a inversiunii transferului de 
electroni în lanţul citocromic. 

n sfirşit, date experimentale atestă existenţa unei a treia căi 
(calea III din schemă) de transfer al echivalentilor reducátori de la 
lanţul transportor de electroni spre biosinteza AG prin alungire. 

Reglarea biosintezei AG prin alungire de către starea redox 
a sistemului NAD* — NADH reprezintă în primul rînd o reglare 
a utilizării de moment a acetil-CoA. Se poate admite că în mitocondriile 
cardiace oxidarea AG, gi deci și a acetil-CoA, va fi maximă cînd 
crește necesitatea celulei pentru produşi macroergici, respectiv în 
efortul moderat. În aceste condiţii există o abundență de acceptori de 
fosfat si un acces nelimitat spre oxigen; acetatul va fi oxidat, iar 
pe seama oxidării lui se efectuează fosforilarea oxidativă a ADP. 
Dacă, însă, acceptorul de fosfat este limitat iar acetatul este prezent 
din abundență, o parte din acesta va fi canalizat spre alungirea 
catenei unor AG. Fiziologie astfel de condiţii pot apărea în timpul 
somnului și în timpul unui efort susținut capabil să ducă la crearea 
unei datorii de oxigen. În ultimul caz apare un exces de echivalenți 
reducători şi acetil-CoA care se depun sub forma AG. 

sfirsit, vom menţiona că biosinteza AG prin alungire, cel 

puţin cea cu localizare intramitocondrială, nu pare a fi reglată pe 
cale genetică (Donaldson şi colab., 1970). 
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SEMNIFICAȚIA FUNCŢIONALĂ A B-OXIDĂRII. ROLUL g-OXIDĂRII ÎN 
ENERGETICA ȚESUTURILOR 


Rolul fiziologic al f-oxidării constă în furnizarea energiei 
necesare pentru întreţinerea activităţii celulelor. Dealtfel, aceasta 
este unica funcţie care se poate atribui f-oxidării. Rolul energetic 
al f-oxidării constă nu atit în eliberarea de energie pe parcursul 
secventei acil-CoA — acetil-CoA (care reprezintă B-oxidarea propriu- 
zisă), cit în punerea la dispoziţia ciclului Krebs a unei cantități mari 
de acetil-CoA. 

Problema majorá care apare in aprecierea rolului functional al 
B-oxidării este contribuţia relativă a acestei căi metabolice la produ- 
cerea de energie în diferite ţesuturi. Vom analiza această problemă 
sub două aspecte: contribuţia f-oxidării la energetica întregului 
organism si la energetica principalelor organe $i ţesuturi. 

În organismul întreg. În tabelul nr. 41 sînt înscriși cîţiva para- 
metri metabolici la om în condiţii bazale. Se observă că, din totalul 
oxigenului consumat, peste 50%, se poate pune pe seama oxidării 
acizilor graşi pînă la CO, fie direct, fie prin termenul de corpi cetonici. 
Această valoare reprezintă, desigur, o aproximaţie şi ea nu reflectă 
întrutotul situaţia fiziologică, de vreme ce condiţiile bazale înseamnă 
o inanifie de 24 de ore, eliminarea totală a efortului fizic etc. În orice 
caz, ea sugerează că, în condiţii fiziologice, acizii grași trebuie să 
constituie un combustibil metabolic major, contribuind cel puţin 
în aceeaşi măsură ca glucoza la producerea energiei consumate de 
către organism. 
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Valoarea contribuţiei AG la produceraa de energie în organismul 
întreg este determinată de o serie de factori şi variază în limite foarte 
largi. Un maxim fiziologie poate fi înregistrat într-o mulțime de condiţii, 
eum sint un aport crescut de lipide în hrană, aga cum s-a demonstrat 
încă de mult pe animale adaptate artificial la un regim lipidice 
(Roberts şi colab., 1944) sau cum este cazul unor populaţii umane 
(eschimosii) în hrana cărora lipidele reprezintă componentul energetic 
major; zborul migratoriu al unor păsări, în timpul căruia aportul 
de hrană este nul iar degradarea acizilor graşi din depozitele de 
lipide este răspunzătoare de aproape întreaga energie consumată, 
(Odum si Connell, 1956); probabil că acelaşi este cazul si pentru 
unele specii migratoare de pesti (Drummond și Black, 1960); în 
sfîrșit, cazul speciilor hibernante, la care consumul de energie, deşi 
relativ redus, este asigurat în cea mai mare parte de oxidarea acizilor 
graşi. 


Tabelul nr. 41 


Viteza aproximativă a utilizării diferitelor substrate In organismul omului în condiţii bazale (după Fritz, 1961) 


: Viteza Viteza 
icones E calea de Locul oxidării oxidării | Q0, 
PANDORA mmoli/min | ml/min 
t 
Glucoză toate țesuturile 0,33 45 
AG* — corpi cetonici ficat ' 0,04 6 
AG — CO, ficat 0,10 22 
AG-—CO, © tesuturi extrahepatice 0,12 62 
Corpi cetonici — CO, ” 0,16 15 
Gliceride toate tesuturile 70 
Aminoacizi ficat | : 


: total pentru întregul organism: 250 mlO, /min 


* Se presupune cá AG este palmitatul. 


Se pune acum problema in ce măsură organismul, în ansamblu, 
se poate dispensa de f-oxidarea AG ca sursă de energie sau dacă 
f-oxidarea este o sursă de energie obligatorie, de nesubstituit, cel 
puţin pentru anumite ţesuturi. În principiu, de vreme ce toate tesu- 
turile sint capabile de a degrada glucoza, si deci de a obţine energia 
„necesară pe această cale, ele se pot dispensa de B-oxidarea AG. Cu 

toate acestea nu există o situație cînd în organismul întreg contri- 
butia B-oxidárii la producerea de energie să fie nulă. Astfel, experienţe 


CE Scanned with OKEN Scanner 


B-OXIDAREA 
200 j 


pe animale în organismul cărora glucoza era metabolizată la viteze 
maximale au arătat că B-oxidarea AG continuă să furnizeze o parte 
însemnată din necesarul energetic (Depocas, 1964). Studii referitoare 
la competiţia dintre oxidarea glucozei şi a palmitatului în organismul 
sobolanului intact i-a condus pe Lewis si colab. (1959) la concluzia, 
că ,,un catabolism bazal al AG, care apare în ţesuturi în general, 
nu este suprimat de prezenţa în cantități abundente a glucidelor”. 

Între limitele menţionate mai înainte există o gamă mare de 
valori ale contribuţiei f-oxidării la producerea de energie. 

Tesuturile. Sub aspectul utilizării AG ca sursă de energie, dife- 
ritele ţesuturi prezintă o serie de particularităţi. 

Muschiul scheletic. În stare de repaus muschiul 
striat isi acoperă o mare parte din necesarul de energie pe seama 
oxidării AG. Coeficientul respirator al mușchiului scheletic în repaus 
este in jur de 0,7 (Prampero si colab., 1969; Spitzer si Gold, 1964; 
Wertheimer şi Ben-tor, 1952), ceea ce sugerează că oxidarea AG 
contribuie intr-o másurá mare la consumul de oxigen si, prin urmare, 
la producerea de energie. Datele obţinute pe muşchi scheletic in vivo 
la om (Andres și colab., 1956 şi 1960) şi pe diafragmă de şobolan 
in vitro (Neptune si colab., 1959, 1959a si 1960) permit concluzia 
că aproximativ 60%, sau mai mult, din cheltuiala de energie a mus- 
chiului in repaus este furnizată de către oxidarea AG. 

Trebuie să notăm faptul că mușchiul scheletic poate utiliza 

AG ca sursă majoră de energie în timpul contractiei. Este vorba în 
special despre mușchii roşii ai vertebratelor care prezintă o serie de 
particularităţi metabolice, între care şi o mare capacitate de oxidare 
a AG. S-a demonstrat că mugchiul pectoral de porumbel în timpul 
unui efort susţinut își acoperă mai mult de 70% din necesarul ener- 
getic pe seama oxidării AG (George şi Jyoti, 1953). Deşi nu există 
studii cantitative precise cu privire la contribuţia oxidării AG la 
producerea de energie în mușchii scheletici albi, în timpul contractiei, 
o serie de date arată că in preparate musculare stimulate electric 
crește intensitatea oxidării AG chiar in prezenţa glucozei (Fritz si 
colab., 1958 ; Fritz, 1960 ; Spitzer și Gold, 1964 si 1965). 
: Muschiul cardiac. S-aarátatin experienţe pe inimă 
în vivo pe baza măsurătorilor diferenţei arterio-venoase in AG liberi, 
a QO, si a producerii de CO, că în condiţii normle AG reprezintă 
50% din materialul oxidat (Spitzer şi Gold, 1965); această valoare 
crește la 90—95% în organismul diabetic sau inanitiat. În tabelul 
nr. 42 se dau citeva, date referitoare la proporţia de substrate oxidate 
de către mușchiul cardiac în diferite condiţii. 
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Partea cea mai mare a AG oxidati de către miocard este repre- 
zentatá de AG liberi plasmatici. În inima de cîine oxidarea lor acoperă 
26% din totalul QO, (Ballard și colab., 1960) iar in cea de şobolan 
37% (Olson, 1962). Restul de AG oxidati de miocard provin probabil 
din lipidele endogene şi cele plasmatice (Shipp şi colab., 19643). 


Tabelul nr. 42 


Contribuţia relativă a diferitelor substrate la Q0, in inima de 
cline eanulatá in vivo (după Spitzer si Gold, 1965) 


AG | Glucide 
Starea ———S — P —— 
animalului QR 96 din totalul substratului 
consumat 
Normal 0,86 50 50 
Diabetic 0,71 90 10 
Inanitiat 0,67 95 5 


Țesutul nervos. Este recunoscut faptul că, din punct 
de vedere energetic, acest ţesut depinde în întregime de glucoza 
sanguină. Coeficientul respirator al creierului în organismul intact 
este egal cu 1,0 (Kety şi Schmidt, 1948; McIlwain, 1959) iar canti- 
tatea de glucoză din sînge captată de creier la om (5—6 mg/100g 
creier/min) acoperă în întregime QO, al creierului (3,5 ml O,/100 g 
creier/min) (Kety și Schmidt, 1948; W. Sacks, 1957). Cu toate 
acestea, s-a arătat că în cazul creierului de pisică perfuzat fără glucoză 
coeficientul respirator este 0,7 iar dispariţia fosfatidelor endogene 
este suficientă pentru a acoperi QO, observat în aceste condiţii, 
admitind că întreaga cantitate de AG proveniţi din fosfatidele dispa- 
rute este total oxidatá (Geiger, 1958). Experiente cu AG marcați 
cu 4C au arătat că creierul de şobolan poate oxida AG la CO,, dar 
la viteze considerabil mai mici decît ficatul, mugchiul cardiac şi 
rinichiul (Geyer şi colab., 1949; Vignais şi colab., 1958; Volk și 

Millington, 1952). 
| Aceste date atestă capacitatea potenţială a creierului de a-şi 
procura o parte din energie pe seama oxidării AG. Se pare însă că 
in vivo contribuţia acestui potential la energetica țesutului nervos 
este foarte redusá, de vreme ce coeficientul respirator este de 1,0 gi 
de vreme ce nu există o diferenţă arterio-venoasă de AG liberi în 
sistemul circulator al creierului (R. S. Gordon şi Cherkes, 1956). 
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Mai mult, faptul cá în condiţiile hipoglicemiei creierul nu-și poate 
menţine proprietăţile funcţionale arată că oxidarea substratului 
endogen de natură lipidică, chiar dacă are loc, nu este nici pe departe 
suficient de rapidă ca să asigure funcţionarea normală a acestui organ. 

Rinichiul. În ceea ce privește sursa energetică majoră a 
rinichiului, se ştie că aceasta nu este nici glucoza, (Chinard si colab., 
1959) si nici aminoacizii (Lathem si Benjamin, 1956). Întrucît mai 
mult de 65% din QO, total al rinichiului se poate pune pe seama 
oxidării AG (M. N. Levy, 1962; Hohenleitner și Spitzer, 1961) 
se poate conchide că oxidarea AG reprezintă sursa, majoră de energie 
în acest organ. Dealtfel, rinichiul posedă între multe alte țesuturi 
o capacitate marcantă de a oxida AG de diferite lungimi (Gold si 
Spitzer, 1964). 

Ficatul. La om, în condiţii bazale, ficatul utilizează apro- 
ximativ 0,10 mmoli de AG liberi/l de singe (R. S. Gordon și Cherkes, 
1956; R. S. Gordon, 1957) ; considerind cá fluxul de singe prin ficat 
este de 1 400 ml/min, reiese cá pe minut ficatul utilizează 0,14 mmoli 
AG. Acceptind că în aceleași condiţii ficatul produce aproximativ 
16 mg corpi cetonici/min, reiese că din cei 0,14 mmoli AG utilizaţi, 
numai 0,04 mmoli sint convertiți în corpi cetonici, ceea ce poate 
acoperi un QO, de 6 ml/min; restul de AG sînt oxidati integral, 
acoperind un Q0, de aproximativ 52 ml/min. Întrucît ficatul în condiţii 
bazale la un om al cărui QO, total este de 250 ml O,/min consumă 
75 m10,/min (Drabkin, 1950 ; Myers, 1950), reiese că ficatul îşi acoperă 
mai mult de 75% din QO, pe seama arderii parțiale şi totale a 
AG (ceea ce justifică 6 + 52 ml O,/min). Valoarea acestei contribuţii 
trebuie să fie și mai mare în inanitie şi diabet, cînd concentraţia AG 
liberi plasmatici este mult crescută. Date mult mai vechi decît cele 
citate dau o valoare a QR de 0,6—0,7 pentru ficatul izolat de animale 
normale și una de 0,5 pentru cel izolat de la animale diabetice (Blixen- 
krone-Mgller, 1938; Lundsgaard si colab., 1936). 

Vom menționa că, din punctul de vedere al oxidării AG, ficatul 
ocupă o poziţie unică în întregul organism, deoarece este singurul 
loc în care se pot forma, dar nu si oxida, corpii cetonici. 


LOCALIZAREA INTRACELULARÁ A ENZIMELOR B-OXIDĂRII 


Faptul că mitocondriile sînt singura structură Subcelularè 
capabilă de oxidarea AG pînă la OO, şi apă a fost stabilit de multă 
vreme $1 confirmat de repetate ori, astfel că astăzi nu există nici o 
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îndoială asupra sa (Kennedy si Lehninger, 1948; Lehninger, 


1945; Schneider, 1948). Eficienţa B-oxidării ca o cale producătoare 
de energie depinde de cuplarea sa cu alte două procese mitocondriale : 
ciclul Krebs, in care se oxidează acetil-CoA provenită din acizi grași, 
şi lanţul transportor de electroni. Întrucît mitocondria nu reprezintă, 
o structură omogenă se pune problema localizării intramitocondriale 
a enzimelor g-oxidárii şi a raportului acestora cu enzimele celorlalte 
două căi metabolice. 

Studii relativ recente nu permit formularea unui model unic al 
distribuţiei intramitocondriale a enzimelor B-oxidării pentru mito- 
condrii din diferite surse. Astfel, în mitocondriile cardiace de bou, 
80—90% din capacitatea totală de oxidare a AG este suportată de 
către membrana externă, care reprezintă aproximativ 30%, din pro- 
teina mitocondrială totală (Allmann si colab., 1966). Studii pe acelaşi 
gen de preparate au arătat că enzimele ciclului Krebs (cu excepţia, 
succinatdehidrogenazei) și tiokinazele sînt, de asemenea, localizate 
în membrana externă, iar enzimele lanţului transportor de electroni 
$i succinatdehidrogenaza sînt localizate în membrana internă (Allmann 
şi colab., 1966; Bachmann și colab., 1966; D. E. Green şi colab., 
1966). O atare distribuţie a enzimelor g-oxidárii are implicaţii impor- 
tante pentru relaţia -oxidării cu ciclul Krebs şi cu lanţul transpor- 
tor de electroni. 

Necesitatea carnitinei pentru oxidarea AG în mitocondrii, 
asupra căreia vom reveni, este explicată pe baza acestui model in 
felul următor: spaţiul cuprins între cele două fete — externă si 
internă — ale membranei mitocondriale externe, şi care conţine 
enzimele ciclului Krebs, nu este permeabil pentru produşi de tipul 
acil-CoA; tiokinazele sînt localizate pe faţa externă, iar enzimele 
$-oxidárii pe fata internă a membranei externe. Prin urmare, 
acil-CoA generat pe fata externă nu este ca atare accesibil enzi- 
melor g-oxidárii de pe fata interná; acest produs este convertit la 
acil-earnitină, care poate străbate spaţiul dintre cele două feţe ale mem- 
branei externe ; pe fata internă acil-carnitina este reconvertită la 
acil-CoA, care intră în secvenţa B-oxidării. Aceste procese sînt repre- 
zentate schematic în figura 24, Prin urmare, necesitatea carnitinei este 
dictată, pe de o parte, de distribuţia enzimelor de activare a AG şi 
ale f-oxidării în grosimea, acestei membrane şi, pe de altă parte, de 
proprietăţile de permeabilitate ale membranei mitocondriale externe. 

Date relativ recente, obţinute în experiențe pe mitocondrii 
hepatice de şobolan, formulează alt model al distribuţiei intramito- 
condriale a enzimelor B-oxidării şi al raportului acestora cu celelalte 
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două căi metabolice (D. S. Beatty, 1968). Acest model localizează 
enzimele f-oxidării în membrana internă si în fracțiunea corespun- 
zătoare matrixului. Potrivit acestui model, întregul set de enzime 
necesare oxidării totale a AG (deci tiokinazele, B-oxidarea, ciclul 
Krebs și lanţul citocromic) este concentrat într-o singură fracțiune 
submitocondrială. Există însă date experimentale care arată că 
în mitocondriile hepatice de şobolan tiokinazele sînt localizate cu 


Spaţiul extramitocondrial 


AC. GR+ ATP+ CoA — ACIL-CoA+AMP+P-P 
ACIL-CoA+ CARN.—- ACIL-CARN+CoA 


M.m.e. 


ACIL-CoA -> CoA+ACIL-CARN. 
Le B-OXIDAREA 


Fig. 24. — Secvența reacţiilor implicate în transferul 
acizilor grași de la locul activării lor la locul B-oxidarii; 
fe si fi, fata externă, respectiv internă a membranei 
mitocondriale externe; CARN., carnitina; M.m.e., 
membrana mitocondrială externă. 


precădere în fracțiunea corespunzătoare membranei externe (Norum 
şi eolab., 1966; Pande si Blanchaer, 1970), ceea ce nu corespunde 
modelului prezentat aici. 


PRINCIPALELE ETAPE ALE g-OXIDÁRII ACIZILOR GRAŞI ŞI REGLAREA 
LOR CELULARĂ 


ACTIVAREA ACIZILOR GRAŞI 


„Indiferent; de calea metabolică in care sînt antrenați AG, 8-oxi- 
dare, esterificare, alungirea catenei sau desaturarea ei, activarea lor 
ca produși de tipul acil-CoA este o etapă strict necesară. Cu toate 


că activarea AG nu este o reacţie care tine exclusiv de g-oxidare, ea 


merită o atenţie specială, deoarece pare a fi un punct de control al 
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acesteia. Dealttel, date mai vechi (Bode si Klingenberg, 1964) au 
sugerat că ea poate să fie etapa limitantá in g-oxidarea AG. 

În prezent; se cunosc trei mecanisme de activare a AG, pe care 
le vom descrie în cele ce urmează. 


Activarea ATP-dependentă a acizilor graşi 


Activarea AG pe această cale este catalizată de trei acil-Co A-sin- 
tetaze, a căror specificitate pentru lungimea catenei asigură acti- 
varea întregii game de AG, începînd cu cei in C, si terminînd cu 
cei în Ois. Aceste enzime au fost găsit» în fracțiunea microzomială 
(Bar-Tana si Shapiro, 1964; Kornberg $i Pricer, 1953) si în cea 
mitocondrială (Berg, 1956; Mahler si colab., 1953). Acil-CoA-sin- 
tetazelé nu prezintă proprietăţi de natură să permită considera- 
rea lor ca enzime regulatorii. Se stie doar cá palmitil-CoA-sintetaza din 
fracțiunea microzomială a omogenatului hepatic de şobolan poate 
exista sub două forme: una activă, care contine CoA, si alta inac- 
tivá, fárá CoA (Bar-Tanasi Shapiro, 1964). Enzima din aceeasi sursá 
este inhibata de AMP şi ADP (Pande și Mead, 1968b), dar este greu de 
atribuit acestei inhibări vreo semnificatie regulatorie, de vreme ce un 
potential energetic scăzut, deci o concentraţie crescută de AMP si 
ADP, ar trebui să se asocieze cu o activare crescută a AG. l 

Palmitil-CoA-sintetaza din ficatul de şobolan este o enzimă 
răspîndită în diferite compartimente ale celulei, aşa cum reiese din 
datele tabelului nr. 43. 

Tabelul nr. 43 


Distribuţia intracelulară a palmitil-CoA-sintetazei 
în ficatul de şobilan (după Pande si Mead, 1968b) 


Fractiunea celulară | e upe 
o 
Omogenat integral 100 
Debriuri celulare + nuclei 62 
Mitocondrii 13 
Microzomi ; 25 
Fractiunea solubilá urme 


/ Trebuie notat faptul că prezenţa acestei enzime cu precădere 
in compartimentele extramitocondriale ale celulei implică necesi- 
tatea transferului palmitil-CoA destinat oxidării din citoplasmă in 
mitocondrii. Asupra acestui lucru vom reveni. 
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în ceea ce priveşte localizarea mitocondrială a  acil-CoA- 
sintetazelor, lucrurile nu sint clare. Cum s-a arătat mai înainte, 
în mitocondriile cardiace aceste enzime au fost găsite pe fata externă 
a membranei externe iarîn mitocondriile hepatice unii cercetători 
le-au găsit în membrana internă, iar alții în membrana externă. 


Activarea GTP-dependentá a acizilor grași 


Studii mai vechi (Lehninger, 1945; Rossi şi Sacchetto, 1958) 
au pus în evidenţă capacitatea mitocondriilor de a utiliza GDP pen- 
tru activarea AG. Ulterior s-a izolat din mitocondrii hepatice (Gal- 
zigna şi colab., 1967 ; Rossi si Gibson, 1964) si renale (Rossi şi colab., 
1968) o acil-CoA-sintetazá GTP-dependenta. 

Din punctul de vedere al valorii absolute, activitatea acestei 
enzime este aproximativ de acelaşi ordin de mărime cu cea a enzimei 
ATP-dependente, cel puţin în mitocondriile cardiace, după cum reiese 
din tabelul nr. 44. 

Tabelul nr. 44 


Activitatea acil-CoA-sintetazică ATP- si GTP-dependentá in dife- 
rite fracțiuni submitocondriale din inima de bou (după Allmann şi 


colab., 1966) 
DP PNI NON NI RR SIN ic i i pa PR ee E c se 
Activare Activare 
ATP-depen- | GTP-depen- 


| 
Fractiunea | denta denta 


mumoli/min/mg proteină 


Mitocondrie integrală 167 133 
Membrană internă 0,77 0,65 
Membrană externă 
Fractiune insolubilă 342 340 
solubilá 80 160 


În mitocondriile hepatice de şobolan însă, activarea ATP- 
dependentă este de aproximativ 30 de ori mai mare decit cea GTP- 
dependentă (prima 2,9 pmoli/mg proteină oră ; a doua 0,1, în aceleaşi 
unități (Van Tol şi eolab., 1969)). | 

Activitatea GTP-dependentă măsurată în omogenatul integral, 
în prezenţa cofactorilor necesari si exprimată în procente din aetivi- 
tatea ATP-dependentă arată valori cuprinse între 1 şi 3% pentru 
țesutul adipos, musgchiul cardiac gi rinichi şi valori cuprinse între 5 51 
7% pentru muşchiul scheletic, intestin și creier (Pande si Mead, 19683). 
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Din datele prezentate reiese că rolul cantitativ major in acti- 
varea AG este deţinut; de calea ATP-dependentă ; aceasta face dificilă 
clarificarea semnificației funcţionale a căii GTP-dependente si, foarte 
probabil, că ea nu stă în legătură cu furnizarea produșilor acil-CoA. 
către sistemul B-oxidarii. 


Activarea acizilor grași dependentă de intermediarii macroergici ai fosforilárii 
oxidative 


S-au comunicat în ultimul timp date experimentale care atestă, 
posibilitatea activării AG în mitocondrii pe seama energiei furnizate 
de intermediari macroergici, nefosforilati, ai fosforilárii oxidative 
(Wojtezak, 1964; Wojtezak si colab., 1965 şi 1966). Semnificaţia. 
acestei căi de activare rămîne deocamdată neclară. În legătură cu 
faptul că existenţa sa a fost pusă la îndoială (Van den Berg, 1965) 
trebuie menţionat că ea nu pare a fi singura reacţie endergonica. 
capabilă de drenarea energiei intermediarilor macroergici ai fosforilárii 
oxidative. Astfel de reacţii s-au mai descris în cazul unor transhidro- 
genări (Danielson şi Ernster, 1963), în cazul proceselor de acumulare 
a ionilor în mitocondrii (Brierley şi colab., 1962 şi 1963; Lehninger 
și colab., 1963), precum şi în cazul activării unor aminoacizi (Bronk, 
1963; Kroon, 1963). 

Probabil că toate aceste căi care se grăbesc să smulgă energia 
oxidoreducerilor din lanţul citocromie înainte ca aceasta să îmbrace 
forma de valută energetică universală — ATP — reprezintă din 
punctul de vedere al evoluţiei proceselor biochimice variante functio- 
nale pe cale de stingere, deci vestigii ale unei căi care cîndva avea o 
importanță majoră, Într-adevăr, procesele endergonice ATP-depen- 
dente, ca activarea AG şi a aminoacizilor, au o pondere cantitativă 
incomparabil mai mare decît reacţiile endergonice de activare a 
acelorași compuși pe seama intermediarilor macroergici ai fosfori- 
larii oxidative. Pare de asemenea verosimil că, din punct de vedere 
evolutiv, calea de depozitare a energiei în molecula ATP, precum 
şi distribuţia sa sub această formă în celulă să fie mai recente; ea 
prezintă față de cealaltă variantă avantajul că operează cu un singur 
purtátor-distribuitor de energie — ATP şi, în consecinţă, poate fi 
mai bine controlată iar la rîndul său poate exercita un control mai 
eficace asupra economiei energetice în celulă. | 
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Rolul activării acizilor graşi în reglarea f-oxidării 


S-a formulat o ipoteză care sugerează că activarea AG repre- 
zintă etapa limitantă în secvenţa AG — acetil-CoA —CO,--H,O 
(Bode şi Klingenberg, 1964). În esenţă, această ipoteză se bazează, 
pe faptul că mitocondrii obţinute din diferite ţesuturi, de la diverse 
specii, oxidează esterii AG cu carnitina la o viteză mai mare 
decît AG liberi adăugaţi sistemului. Deoarece, însă, condiţiile experi- 
mentale în care s-a lucrat n-au fost de natură să asigure funcționarea 
optimă a mitocondriilor, aceste rezultate nu pot fi interpretate în 
sensul menţionat mai înainte. 

În afară de aceasta, date experimentale recente, bazate pe 
măsurători ale activităţii unor enzime implicate în secvenţa AG — 
acil-CoA — aeil-ecarnitiná — acil-CoA, exclud posibilitatea ca etapa 
limitantá în B-oxidare să fie activarea AG la acil-CoA (asupra acestora 
vom reveni). 


TRANSPORTUL ACIZILOR GRASI PRIN MEMBRANA MITOCONDRIALĂ. ROLUL 
CARNITINEI ÎN B-OXIDAREA ACIZILOR GRAŞI 


Acilii-CoA generati în spațiul extramitocondrial al celulei si 
destinati p-oxidării trebuie să traverseze într-un fel oarecare membrana 
mitocondrială pentru a deveni accesibili sistemului 8-oxidárii, care 
este localizat exclusiv in mitocondrii. Dacă mitocondriilor le sint 
accesibili nu acili-CoA, ci AG liberi, aceștia se activează în interiorul 
mitocondriei. Şi în acest caz se pune problema unui transfer al produ- 
şilor acil-CoA de la locul formării lor la locul oxidării lor. 

Candidatul cel mai posibil pentru un astfel de transfer este 
esterul eu carnitină al AG (acil-carnitina). Iată principalele dovezi 
experimentale care permit concluzia cá acil-carnitina este forma de 
transfer al AG prin structurile mitocondriale impermeabile pentru 
acil-CoA : 

— earnitina stimulează oxidarea AG atât în preparate mitocon- 
driale izolate (Bressler şi Friedberg, 1964; Chappel, 1964; Fritz, 
1955 si 1959; Fritz si McEwen, 1959; Fritz si colab., 1962; Fritz 
şi Yue, 1963), cit si în vivo (Miller si Krake, 1962); in primul caz 
stimularea oxidării se asociază cu reducerea NAD* mitocondrial ; 

| — esterii AG cu carnitina sint oxidati de către mitocondrii cu 
o viteză mai mare decit AG liberi (Bode si Klingenberg, 1964; Bre- 
mer, 1962); | 
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: — earnitina stimuleazá oxidarea palmitil-CoA de cátre mito- 
condriile intacte (Chappel, 1964; Fritz şi Yue, 1963); palmitil- 
carnitina nu este un substrat pentru acil-CoA-dehidrogenazá (Tubbs 
i Garland, 1964) iar carnitina nu stimulează oxidarea palmitil-CoA 
de către sistemul izolat al B-oxidării ; aceste date sugerează că efectul 
stimulator al carnitinei este legat de organizarea structurală a mito- 
condriei si se datoreste participării ei în mecanisme de transfer; 

— în mitocondrii există o acil-carnitin-transferazá care catali- 
zează reacţia reversibilă : | 

palmitil-CoA + carnitină = palmitil-carnitiná + CoA 
(Bremer, 1963; Bremer si Norum, 1967; Fritz si Yue, 1963). 

Această enzimă este prezentă atît in mitocondrii, cit şi in frac- 
tiunea solubilă citoplasmatică (Fritz şi Yue, 1963; Norum, 1965; 
Norum şi colab., 1966; Norum şi Bremer, 1967). În ceea ce priveşte 
localizarea intramitocondrialá a enzimei, datele din tabelul nr. 45 
arată că ea se află cu precădere in membrana mitocondrială, ceea ce 
corespunde funcției sale de ,„,permează”. 


Tabelul nr. 45 


Distribuţia palmitil-carnitin-transferazei în mitocondriile hepatice de şobolan (după 
Norum și Bremer, 1967) 


Activitate în 
proteina 

Enzima mitocondrială 
solubilă 


membrana 
mitocondrială 


% 


S 


Palmitil-carnitin- 

transferază 26 74 ^ 
Glutamatdehidrogenazá * 91 9 
p-Hidroxibutiratdehidro- 

genaza* 12 88 
(a 


* Cele două enzime au fost luate în calitate de enzime specifice pentru cele două 
fracțiuni (,, marker enzymes"), 


„Activitatea enzimei, considerată în secvenţa : AG — acil-CoA > 
acil-earnitiná — acil-CoA, este limitantă pentru intreaga secventá 
ȘI, de vreme ce în condiţiile integrităţii structurale a mitocondriei 
orice acil-CoA care este substrat pentru acil-CoA-dehidrogenazá 
provine dintr-un acil-earnitiná, înseamnă că de fapt activitatea 
acestei enzime este ,,supapa" de distribuţie a substratului pentru 


14 — c. 478 
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g-oxidare. Astfel, măsurători pe mitocondrii intacte din ficatul de 
gobolan au arătat că viteza conversiei palmitil-CoA 1a palmitil-car- 
nitină este de 2 mumoli/min /mg proteină, pe cîtă vreme activitatea, 
palmitil-CoA-sintetazei este de 5—7 myumoli/min/mg proteină (She- 
pherd şi colab., 1966). În aceleaşi experiențe s-a demonstrat că viteza 
oxidării palmitatului este egală cu cea a oxidării palmitil-CoA. În 
mitocondriile din muschiul scheletic de iepure activitatea palmitil- 
carnitin-transferazei este de 10,1 mymoli/min/mg proteină, pe cind 
cea a enzimei de activare de 16,5 (Pande și Blanchaer, 1970). 

Faptul că activitatea enzimei crește în ficatul sobolanilor ina- 
nitiati sau aloxan-diabetici (Norum, 1965) este în acord cu funcţia 
ce i se atribuie. Retinem că deocamdată nu s-au descris proprietăți 
regulatorii ale acestei enzime. 

Datele expuse mai înainte cu privire la rolul carnitinei în oxi- 
darea AG subliniază importanța organizării structurale a celulei — 
mai precis a fenomenului de permeabilitate — în reglarea intensi- 
tatii oxidării AG în celulă. De fapt compartimentarea intracelulară 
este, în general, un factor cu rol regulator în diferite căi metabolice, 
fapt menţionat în cursul lucrării. În cazul g-oxidárii AG acest 
factor joacă rolul major în reglare, deoarece transferul substratului 
la locul în care intră în calea metabolică propriu-zisă este factorul 
limitant al căii. Or, acest transfer este catalizat de o enzimă căreia 
nu i se poate atribui, deocamdată, altă calitate decît cea de a fi o 
„permează”, deoarece ea nu catalizează o reacţie a Q-oxidárii 
propriu-zise. | 


ji REGLAREA DE ANSAMBLU A f-OXIDÁRII 


În reglarea căilor metabolice am observat prezenţa permanentă 
a două tipuri de mecanisme : unul care constă in modificarea pro- 
prietátilor cinetice ale enzimelor regulatorii de către anumiţi meta- 
boliti; altul care constă în modificarea cantităţii de enzime şi care 
este controlat pe cale genetică, Este surprinzător să notăm că deo- 
camdată nu există date experimentale care să sugereze că vreunul 
dintre cele două tipuri de mecanisme ar interveni în reglarea B-oxi- 
dării AG. Aceasta deosebeşte, din punctul de vedere al reglării, 
calea p-oxidării de toate celelalte căi prezentate aici. Dacă ar fi să 
comparăm o cale metabolică cu o conductă, atunci g-oxidarea AG 
ne apare ca avînd pereţii lipsiţi de elasticitate, cu un diametru con- 
stant si nemodificabil, independent de cantitatea de material eare 


CE Scanned with OKEN Scanner 


REGLAREA DE ANSAMBLU 241 


urmează să o străbată. Dimpotrivă, celelalte căi metabolice ne apar 
ca o conductă ai cărei pereţi sint elastici, avînd un diametru labil, 
capabil să se adapteze solicitărilor exercitate: de către cantitatea 
de substrat şi să fie modificat, ca urmare a acțiunii altor factori. 

 . Lasind la o parte tiokinazele si acil-carnitin-transferaza, asu- 
pra cărora se exercită un control metabolic propriu-zis (in primul 
caz acesta este probabil, în al doilea este cert), dar care de fapt nu 
catalizează reacţii ale B-oxidării propriu-zise, sistemul enzimatice 
al 8-oxidárii nu este supus unui control metabolic propriu-zis, cel 
puţin după datele existente în prezent. Retinem deci că intensitatea 
de lucru a 8-oxidárii este determinată de un singur factor: accesibi- 
litatea substratului. Asa stind lucrurile, problema se pune nu cum 
este reglată intensitatea 8-oxidárii, ci cum este reglată furnizarea 
de substrat pentru această cale metabolică. ! 

În virtutea profilului enzimatic al ţesuturilor, acestea au po- 
sibilitatea de a utiliza simultan ambele substrate. După cum s-a 
arătat mai înainte, în condiţii fiziologice, într-o serie de ţesuturi 
consumul de energie este acoperit în diferite proporţii (de regulă 
caracteristice pentru țesutul dat) de ambele substrate. Modificarea 
acestor proporţii reprezintă de fapt un răspuns adaptativ al celulelor 
la schimbări intervenite în accesibilitatea unuia sau altuia dintre 
cele două substrate. În acest sens pot fi descrise două stări extreme 
între care se intercaleazá o gamă mare de stări intermediare. Una 
este lipsa completă a oricărui aport de glucoză de la exterior; în 
acest caz țesuturile care nu pot substitui glucoza, cu alt substrat con- 
sumă glucoză sintetizată în ficat si în cortexul renal; celelalte te- 
suturi isi restring la minimum consumul de glucoză, înlocuindu-l 
cu eel de AG. A doua stare corespunde acelor condiţii in care există 
un aport de glucoză, dar, independent de valoarea sa (în anumite 
limite), se menţine un nivel bazal al contribuţiei AG la producerea 
de energie în ţesut. Este clar că în primul caz valoarea contribuţiei 
AG la producerea de energie atinge maximul caracteristic pentru 
țesutul dat iar in al doilea caz ea este minimă, 


În esenţă avem de-a face cu o comutare mai mult sau mai pu- 
fin pronunţată a producerii de energie de pe o cale pe altă cale. 
Care sînt mecanismele responsabile de această comutare ? 

Evenimentul primar responsabil de iniţierea acestor deplasări 
în metabolismul energetic este modificarea aportului de glucoză. 
Orice schimbări ale acestuia atrag după sine, în mod obligatoriu, 
modificări ale contribuţiei AG la producerea de energie. Aceasta, 
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deoarece sensul metabolismului AG, respectiv degradarea sau sin- 
teza, este dependent in ultimă instanță de prezenţa si metabolizarea, 
glucozei. Această dependenţă se realizează pe două căi. În primul 
rînd, datorită capacităţii sale de a se converti în AG, un aport de 
glucoză, care reprezintă un exces energetic fafa de necesităţile de 
moment ale organismului, deplasează metabolismul AG spre sin- 
teza acestora; aceasta înseamnă implicit o scădere a degradării lor, 
deci a producerii de energie pe seama lor, din simplul motiv că, în 
aceeaşi celulă, biosinteza şi oxidarea AG nu pot avea loc simultan. 
În al doilea rînd, glucoza generează «-glicerofosfat, care, esterificind 
AG, îi face inaccesibili sistemului f-oxidării. De fapt, aceste meca- 
nisme explică efectul protector al glucozei: asupra oxidării AG, re- 
marcat de multă vreme și devenit clasic cunoscut. Prin urmare, rezultă 
că orice scădere sub anumite limite a aportului glucozei spre ţesuturi, 
cel puțin spre unele dintre ele, este prin sine însăși un factor care 
declanșează în mod automat o intensificare a oxidării AG. Aici apare 
o problema: AG care urmează să servească drept sursă de energie 
în aceste condiții nu se găsesc sub formă liberă, ci sub forma depo- 
zitelor de lipide. Eliberarea lor din aceste depozite pentru a deveni 
accesibili sistemului oxidativ este un proces enzimatic. Prin ur- 
mare, este necesar ca un aport scăzut de glucoză să se asocieze cu 
o intensificare a lipolizei. Acest aranjament este asigurat la nivelul 
întregului organism de o serie de mecanisme hormonale, a căror des- 
criere nu intră în obiectul prezentului volum, dar pentru cunoas- 
terea cărora cititorul se poate adresa unor lucrări de sinteză (Chal- 
mers, 1965 ; Daughaday si Kipnis, 1966 ; Steinberg si Vaughan, 1965). 

În inanitie, concentraţia AG liberi din plasmă poate să crească 
de cîteva ori peste nivelul normal. De fapt, aceasta înseamnă pen- 
tru sistemul f-oxidării o creştere a aecesibilitátii substratului, ceea 
ce este suficient pentru creșterea oxidării AG. 

Acest tablou este valabil pentru orice condiții compatibile cu 
.-fiziologieul, care impun restricţii în aportul alimentar de glucoză 
(inanitie, regim alimentar sărac în glucide, dar bogat în lipide etc.). 
Se cunose cîteva condiţii în care factorul primar care duce la depla- 
sarea metabolismului energetic al unora dintre ţesuturi spre cres- 
terea contribuţiei AG în producerea de energie, în dauna contri- 
bufiei glucozei, este creşterea aportului de AG spre ţesuturi în pre- 
zenfa glucozei. Este vorba, de fapt, despre o concurenţă între glucoză 
" Am pentru rolul de sursă energetică majoră, care este cistigata de 
ultimii, 
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Astfel, s-a putut demonstra pe preparate de inimă perfuzatá 
şi de diafragmă izolată de şobolan, că tulburările metabolice în 
muşehiul organismului diabetic sint manifestări secundare creşterii 
eliberării și oxidării AG. Aceste alterări metabolice constau dintr-o 
scădere a fosforilării glucozei de către hexokinazá (Kipnis, 1959), 
o blocare a glicolizei la nivelul reacției fosfofructokinazice (New- 
sholme si Randle 1964; Regen și colab., 1964) şi o inhibare a oxi- 
dării piruvatului la nivelul reacției piruvatoxidazice (Garland 
şi colab., 1964). Faptul că aceste tulburări la nivelul organismului 
întreg nu se datoresc lipsei ca atare a insulinei, ci creşterii concentra- 
fiei de AG liberi este sugerat de date experimentale care arată că 
agenţi chimici cu o puternică acțiune lipolitică (de exemplu dicloro- 
izoproterenolul) sint capabili să inducă aproape toate simptomele 
metabolice caracteristice diabetului (creşterea concentrației de AG 
liberi, de corpi cetonici, reducerea drastică a biosintezei AG etc.) 
pe fondul unei glicemii normale şi al unei concentraţii normale de 
insulină în plasmă (Bewsher şi colab., 1966). 

O represie a utilizării glucozei a fost observată în mușchiul 
cardiac perfuzat la concentraţii crescute de acetat (Bethencourt Si 
colab., 1966; Shipp, 1964; J. R. Williamson, 1965) Şi acetoacetat 
(Hall, 1961; J. R. Williamson gi Krebs, 1961), in diafragmă in pre- 
zenta acetoacetatului gi B-hidroxibutiratului (Neptune si colab., 1960), 
precum şi la animale intacte cărora li se infuzeazá ultimii doi compusi 
(Drury şi Wick, 1952; P. O. Felts si colab., 1964). Faptul cá acesti 
compuși manifestă aceleaşi efecte asupra utilizării glucozei ca şi 
AG se explică prin aceea că ei reprezintă produși care se formează 
ca urmare a g-oxidárii AG. 

Așadar, se pare că o creştere a accesibilitátii AG pentru sis- 
temul 8-oxidárii chiar in prezenţa glucozei poate fi prin sine însăși 
un factor care să-și asigure supremaţia în furnizarea de energie pen- 
tru anumite ţesuturi. Mecanismele care stau la baza acestei deplasări 
în metabolismul ţesuturilor constau în esență din următoarele: 

Intensificarea f-oxidárii duce la creşterea concentraţiei de 
acetil-CoA, la scăderea concentraţiei de CoA liberă si la deplasarea 
spre o stare mai redusă a sistemului NAD* —NADII; aceste ele- 
mente sint suficiente pentru inhibarea activităţii piruvatoxidazei, 
prin urmare, pentru inhibarea oxidării piruvatului. Creşterea con- 
centratiei de acetil-CoA duce la creşterea concentraţiei de citrat 
(fapt discutat în detaliu în partea I, eap. ITT) şi, în consecinţă, la 
inhibarea activităţii fosfofruetokinazei; ca urmare, creşte concen- 
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tratia. glucozo-6-fosfatului, ceea ce determină o inhibare a fosfori- 
lării glucozei în, reacția hexokinazică. Consecința -finală a acestor 
modificări este represia utilizării glucozei ca sursă de energie. Se 
înțelege că astfel de modificări nu au loc în acele țesuturi pentru 
care glucoza reprezintă un. substrat de neînlocuit. 

. Din datele prezentate pînă aici reiese că o reglare metabolică, 
în sensul strict al cuvîntului, a f-oxidătrii propriu-zise nu se cunoaşte 
şi probabil că nici nu există; avem de-a face numai cu o reglare a 
măsurii în care această cale este utilizată de către diferitele ţesuturi. 
„O astfel de reglare se exercită, după toate probabilitățile, nu asupra 
capacității de lucru a căii, ci asupra gradului de accesibilitate a 
substratului. Aceasta imprimă B-oxidării acizilor graşi un caracter 
si un loc cu totul aparte în tabloul metabolic celular. 
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CAPITOLUL. III 


REGLAREA CELULARĂ A METABOLISMULUI CORPILOR 
| CETONICI 


Deşi strîns corelat cu metabolismul acizilor graşi, metabolis- 
mul corpilor cetonici reprezintă un moment bine delimitat al ta- 
bloului metabolic celular, ceea ce justifică tratarea sa într-un capitol 
aparte. Aceasta cu atit mai mult, cu cit corpii cetonici (acetoace- 
tatul (AcAc), B-hidroxibutiratul (6-HOB) și acetona) nu reprezintă, 
cum s-a crezut; multă vreme, produși intermediari în biosinteza sau 
degradarea acizilor graşi. După cum se va arăta în acest capitol, 
formarea corpilor cetonici reprezintă o cale metabolică în sensul 
strict al noţiunii, avînd propriile sale mecanisme de reglare. 


REGLAREA CELULARĂ A CETOGENEZEI 
SEMNIFICATIA FUNZTIONALA A CETOGENEZEI 


În general, sîntem obișnuiți să considerăm cetogeneza ca un 
proces legat de stări mai degrabă patologice decît fiziologice, datorită 
acumulării masive în sînge şi eliminării în urină a corpilor cetonici 
în stări ca diabetul si inanitia prelungită. În realitate însă, cetoge- 
neza este un proces fiziologie care se desfăşoară in mod continuu in 
organismul normal, ceea, ce justifică luarea în considerare a semniti- 
catiei sale funcţionale. 

Se stie că dintre toate țesuturile numai cel hepatic posedă ca- 
pacitatea de a produce AcAc în loc de CO, ca produs final al me- 
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tabolismului aerob (s-a sugerat, posibilitatea ca, în organismul ru- 
megătoarelor, glanda mamară să fie, pe lingă ficat, un organ capabil 
de cetogeneză (D. S. Kronfeld, 1963; D. S. Kronfeld si Kleiber, 
1960), dar problema este discatabilă (Baird, 1965)). Totodatá, este 
bine stabilit faptul cá singura cale de utilizare a corpilor cetonici 
este oxidarea lor în țesuturile extrahepatice. Asa stind lucrurile, 
pare plauzibil sá se atribuie cetogenezei rolul de sintezá a unor pro- 
dusi care reprezintá, pentru alte celule decít cele in care se formeazá, 
un substrat energetic important, uneori major $i ușor accesibil. 
Deoarece precursorul corpilor cetonici este acetil-CoA de provenien- 
tá in special din acizii gragi, se poate considera cá acestia reprezintá 
o formă specială de înmagazinare și de transport a energiei conţinute 
în molecula acizilor graşi. Din acest punct de vedere se poate atribui 
ficatului rolul de a ,,digera", de a degrada acizii graşi lungi, trans- 
formîndu-i astfel în produși mult mai ușor transportabili şi utili- 
zabili decit acizii grași înșiși. 

Interesant de remarcat este faptul că la anumite grupe de 
vertebrate (la amfibieni) nu s-a putut evidentia capacitatea fica- 
tului de a produce corpi cetonici (Preiss, 1969). Aceasta înseamnă 
că circuitul energetic în care este implicată cetogeneza nu este unul 
general și strict necesar (ca glicoliza sau ciclul Krebs de exemplu), 
dar în aceiaşi timp el nu trebuie privit nici ca o achiziție numai a 
metabolismului organismelor superioare, de vreme ce el operează 
la vertebrate inferioare amfibienilor (la peşti) (Preiss, 1969). Aceste 
date sugerează că n-ar fi lipsită de interes o cercetare sistematică 
a rolului acestei căi metabolice în energetica organismului, în func- 
tie de factorii ecologici si de treapta, de evoluţie. 


CĂILE CETOGENEZEI 


Este unanim acceptat faptul cá prima etapă în formarea 
AcAc este condensarea a două molecule de acetil-CoA, catalizată 
de AcAc-CoA-tiolazá; constanta de echilibru a acestei reacţii este 
de 6 x 1075 M, ceea ce înseamnă cá reacţia este mult deplasată 
spre tioliza AcAc-CoA (Goldman, 1954). Retinem deocamdată 
că acest lucru prezintă importanţă în legătură cu rolul concentrației 
acetil-CoA si CoA în reglarea formării corpilor cetonici. In ficatul 
de şobolan, dar probabil si în cel al altor specii, enzima este distri- 
buită între fracțiunea mitocondrială (80%) şi cea solubilă, eitoplas- 
matică (20%) (D. H. Williamson si colab., 1968). 
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Soarta ulterioară a AcAc-CoA, respectiv calea prin care 
acesta generează AcAc liber, este o problemă discutată. S-au propus 
două căi. 

Prima cale constă în deacilarea directă prin hidroliză a AcAc- 
CoA, urmată de punerea în libertate a AcAc şi CoA. Existenţa 
acestei căi este sugerată de o serie de date experimentale, care, în 
esenţă, au demonstrat capacitatea preparatelor mitocondriale din 
ficatul diferitelor specii (cu excepţia cobaiului (Sauer si Erfle, 1966)) 
de a deacila AcAc-CoA adăugată acestora (R. E. Burch si Trian- 
tafillou, 1968; Drummond şi Stern, 1960; Segal si Menon, 1960 si 
1961; Stern si Miller, 1959 ; Stern şi colab., 1960). În studiile citate, 
AcAc-CoA-deacilaza a fost evidenţiată in mitocondrii, dar deter- 
minări mai recente o localizează cu precădere (peste 90 95) în cito- 
plasmă (D. H. Williamson şi colab., 1968). 


A doua cale implică formarea g-hidroxi-B-metil-glutaril-CoA 
(MG-CoA) ca intermediar, urmată de clivajul acestuia in AcAc şi 
acetil-CoA. Enzimele care catalizează cele două reacţii implicate în 
această secvență, respectiv sintetaza si liaza MG-CoA, au fost încă 
de mult evidenţiate in ficat (Bachawat şi colab., 1955), iar partici- 
parea lor in producerea AcAc a fost convingător demonstrată (Bur- 
gett și MeManus, 1963; Caldwell şi Drummond, 1961; Lynen şi 
colab., 1958 ; Sauer şi Erfle, 1966; D. H. Williamson 8i colab., 1968). 

Etapa limitantá in aceastá cale este reacția catalizată de sin- 
tetaza MG-CoA, de vreme ce activitatea acestei enzime este mult 
mai mică decît activitatea. celeilalte implicate în această cale (D. H. 
Williamson și colab., 1968). Pentru această enzimă nu s-au descris 
proprietăţi cinetice de natură să o înscrie în lista enzimelor regula- 
torii. În ficatul de şobolan (D. H. Williamson și colab., 1968), precum 
$i în cel de cobai (Sauer și Erfle, 1966) enzimele acestei cái sint lo- 
calizate cu precádere in mitocondrii, dar o activitate a lor, desi re- 
dusă, poate fi în mod constant recuperată in fracțiunea solubilă ci- 
toplasmatică, 


Coexistenfa celor două căi de formare a AcAc ridică două pro- 
bleme : una se referă la semnificaţia acestui paralelism şi deocamdată 
nu i se poate da un răspuns; a doua priveşte contribuţia relativă a 
celor două căi la formarea AcAc. 

În acest sens trebuie menţionat că unii autori atribuie căii 
deacilării un rol minor in cetogeneză (Wieland, 1968 ; D. H. William- 
son si colab., 1968). Datele obţinute in experienţe cu “O in vivo 
pe ficat de şobolan pledează, de asemenea, pentru un rol major al 
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căii MG-CoA in cetogeneză (Hird gsi Simons, 1962). Însă, datele 
obținute de alte grupuii de. cercetători (R. E. Burch si Triantafil- 
lou, 1968; Drummond si Stern, 1960 ; Segal si Menon, 1961) permit 
concluzia cá deacilarea poate justifica aproape întreaga cantitate 
de corpi cetonici care se formează în ficatul de şobolan. Aşa stînd 
lucrurile, se poate conchide că ambele căi sînt funcționale şi cá rá- 
mine de stabilit contribuţia lor relativă la cetogenezá. 


„AcAc format, după cum am mai menţionat, dă naştere la alti 
doi compuşi din grupa corpilor cetonici : la acetona, printr-o reacţie 
de decarboxilare spontană, și la g-OHB, printr-o reacţie de reducere 
catalizată de B-OHB-dehidrogenază. Această enzimă este localizată 
exclusiv in mitocondrii (Lehninger şi colab., 1960) şi catalizează 
numai formarea sau oxidarea stereoizomerului. D ( —) al acidului 
B-OHB, singurul care apare liber în fluidele organismului. Lucrul acesta 
este foarte important şi constituie o dovadă fundamentală a fap- 
tului că, în cursul B-oxidării acizilor graşi, corpii cetonici nu apar 
ca intermediari, deoarece derivatul esterificat cu CoA al acidului 
B-OHB care apare in B-oxidare este stereoizomerul L (+), care nu 
apare liber niciodată în fluidele organismului. 


REGLAREA DE ANSAMBLU A CETOGENEZEI 


Poziţia cetogenezei, ca o cale metabolică; de sine stătătoare, 
în tabloul metabolic al celulei hepatice, în special relaţiile sale cu 
metabolismul acizilor graşi, cu ciclul Krebs și cu gluconeogeneza, 
conferă procesului de reglare celulară a sa un caracter complex. 
Aceasta explică faptul că numai în ultimul timp s-au formulat ipo- 
teze si modele ale reglării cetogenezei relativ bine fundamentate 
experimental. 


„În organismul normal, in condiţii strict fiziologice, intensita- 
tea cetogenezei este astfel reglată încît corpii cetonici nu apar în 
cantităţi mari. Dar în unele condiţii care pot fi considerate ca nede- 
pásind limita fiziologicului (un regim alimentar bogat în lipide, dar 
nelipsit de glucide, în stări de inanitie de scurtă durată), precum 
$i în condiții patologice (diabetul de orice natură, cetoza vacilor în 
lactatie şi inanitia de lungă durată) intensitatea cetogenezei creşte 
toarte mult, ceea ce duce la apariţia unor cantităţi mari de corpi cetonici 
in organism. De notat cá, intre multi alti intermediari ai metabolismului, 
corpii cetonici sînt unici din punctul de vedere al limitelor cantita- 
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tive între care variază. Lucrul acesta este ilustrat de datele prezen- 
tate în tabelul nr. 46. . 


Tabelul nr. 46 


Variația cantităţii de corpi cetonici totali în ficat si in singe la 
şobolan în diferite condiţii experimentale (după Wieland, 1968) 


Ficat 
A i umoli/kg Singe 
Starea animalului ţesut proas- umoli/l 
pát 
Normal,.hránit cu: dietă . 
echilibrată 201 280 
Inanitiat 24 de ore 2 590 2 900 
j9 48 de ore 2 710 2 630 
- Normal, hrănit cu regim 
bogat în lipide 2308 3 540 


Aloxan-diabetic 11480 8 440* 


* Valoare luată din lucrarea lui McGarry şi Foster (1909). 


Reglarea cetogenezei de către accesibilitatea substratului 


Este unanim împărtăşită părerea după care una din cauzele 
majore ale creșterii cetogenezei este intensificarea formării acetil- 
CoA în ficat. 


Este cunoscut faptul că cetogeneza depinde de intensitatea 
B-oxidării acizilor graşi; o intensitate ridicată a sa se asociază tot- 
deauna cu o creștere marcantă a oxidării acizilor graşi si invers. 
Lucrul acesta demonstrează că acetil-CoA, care provine din molecula, 
acizilor graşi în timpul fB-oxidării acestora, este aproape exclusiv 
unicul precursor al corpilor cetonici. Totodată, este bine cunoscut 
faptul că producerea de corpi cetonici creşte în condiţiile unei utilizări 
scăzute a glucozei, care, după cum s-a arătat în capitolul precedent, 
implică o creștere a f-oxidárii. Se pun acum următoarele întrebări : 
de ce o creştere a B-oxidárii se asociază în mod obligatoriu cu o in- 
tensificare a cetogenezei? Care este fondul biochimic al acestei 
relaţii ? 

În tabelul nr. 47 sint prezentate cîteva date a căror analiză 
ne va ajuta să răspundem la aceste întrebări. 
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Din tabel se vede că valoarea raportului ATP/O pentru etapa, 
glucozá—2 acetil-CoA este de 3,5 iar pentru etapa palmitat—> 8 
acetil-CoA acest raport este de 2,36. Presupunem că glucoza este inte- 
gral substituită cu palmitat ca sursă de energie. Pentru ca această, 
substituire să nu altereze producerea de energie, deci să menţină, 
un nivel constant al producerii de ATP, este necesară o creştere a 
QO, cu un factor de 3,5/2,36 —1,48, respectiv cu aproximativ 50%. 
În ficat, cînd acestuia i se furnizează acizi grași, se observă o creştere 
de aproximativ 30% a QO, (Wieland, 1968), deci mai mică decît 
cea calculată teoretic. Această diferenţă se explică prin faptul că în 
condiții normale celula hepatică își acoperă o parte din necesităţile 
sale energetice şi pe seama oxidării acizilor graşi, chiar la vitezele 
cele mai mari de utilizare a glucozei. De asemenea, se observă că, 


Tabelul nr. 47 
Bilanţul formării ATP, acetil-CoA si echivalentilor reducátori in glicoliză si (-oxidare 


ATP net* 
uL Echi- | Eehiva- | Parr oe formenci 
Segmentul ]antullfosforilarelenfi redu-| lenti | ^ ^ ^ ^ ^ 7" | JO 
metabolic respi- de cátori de O, echivalenti 
rator | substrat | formati | necesari | Ac-CoA teducittar 
Glucozá— 
— 2acetil-CoA | 12 2 8 4 0,143 0,572 3,5 
Palmitat — 
— B acetil-CoA | 33 0 28 14 0,242 0,848 2,36 
Acetil-CoA — 
—2CO0,4-2H,0| 11 1 8 4 0 0,667 3,0 


* Este vorba despre moli de ATP formati pentru un mol de substrat metabolizat în segmentul indicat. - 


pentru fiecare mol de ATP derivat în secvenţa palmitat — 8 acetil- 
CoA se formeazá de 1,7 ori mai mult acetil-CoA (respectiv 0,242) 
decît în etapa glucozi—2 acetil-CoA (respectiv 0,143), (se au in ve- 
dere cantităţi echimoleculare de palmitat şi glucoză). Prin urmare, 
cînd pentru obţinerea aceleiași cantităţi de energie celula hepatică 
este obligată să utilizeze acizi grași în loc de glucoză, ea este implicit 
obligată să accepte formarea unui exces de acetil-CoA. Aceasta 
pentru că randamentul energetic al f-oxidării (P/O=2,36) este mai 
mic decît cel al glicolizei (P/O = 3,5). l i 
În aceste calcule am avut în vedere că acizii graşi înlocuiesc 
complet glucoza ca sursă de energie în ficat. Să extindem acum aceste 
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calcule la cazul în care ficatul oxida anterior numai acizi grași si cînd 
se măreşte furnizarea lor către ficat. Aceste calcule sint redate in 
tabelul nr. 48. Presupunind că la concentraţii fiziologice stearatul 
serveşte ca substrat, majoritatea cantităţii de acetil-CoA care se 
formează este oxidată în ciclul Krebs și numai o cantitate foarte mică 
este canalizată spre producerea de corpi cetonici. Să admitem că unul 
dintre cei 9 moli de acetil-CoA formati este convertit la AcAc, iar 
ceilalţi 8 sint oxidati la CO,, atunci 2/3 (16 moli) din QO, total (24 moli) 
se pot pune pe seama ciclului Krebs și 1/3 (8 moli) pe seama 8-oxidárii. 
Presupunind acum că activitatea ciclului Krebs rămîne constantă 
şi că este dublată cantitatea de stearat furnizată ficatului 
(ceea ce îl obligă pe acesta să oxideze de 2 ori mai mult stearat), 
întregul exces de acid gras va fi convertit la AcAc. Aceasta se va 
„asocia cu o creștere a QO, total de 33%, respectiv de la 24 la 32 moli 
O,, din care 1/2 pe seama ciclului Krebs şi 1/2 pe seama f-oxidării. 
Paralel creşte de 10 ori producerea de corpi cetonici. Dacă presupunem 
o scădere a intensitátii reacţiilor din ciclul Krebs, paralelă cu o tri- 
plare a cantităţii de stearat furnizată ficatului, atunci producerea 
de corpi cetonici va fi şi mai mare. 

Prin urmare, creşterea concentrației acizilor graşi liberi în 
plasmă, ceea ce înseamnă intensificarea oxidării lor în ficat, conse- 
cutivă scăderii accesibilitatii glucozei ca substrat energetic induce 
o supraproductie de acetil-CoA, răspunzătoare la rîndul sáu de in- 
tensificarea cetogenezei. 

Este necesară o clarificare a ceea ce numim aici supraproductie 
sau produetiein exces de acetil-CoA. Excesul de acetil-CoA este 
definit faţă de capacitatea ciclului Krebs de a oxida acest produs; 
această capacitate nu se modifică in condiţiile trecerii de la utilizarea 
glucozei la utilizarea acizilor graşi ca sursă de energie. Dacă glucoza 
este sursa predominantă de energie, ciclul Krebs este saturat cu acetil- 
CoA, de vreme ce, aşa cum am văzut; la biosinteza acizilor graşi, un 
aport crescut de glucoză generează acetil-CoA în exces fatá de capaci- 
tatea ciclului, exces care este depozitat sub forma acizilor graşi. 
Cind acizii grași substituie glucoza, cantitatea de acetil-CoA este. 
după cum reiese din tabelul nr. 48, în mod obligatoriu mai mare 
decit în cazul utilizării glucozei pentru aceeaşi producţie de ATP. 
În această situaţie însă, din motive lesne de înțeles, excesul de acetil- 
CoA nu mai poate fi îndreptat spre biosinteza acizilor graşi, ci este 
metabolizat la corpi cetonici. 
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Dacă analizăm datele din literatură referitoare la activitatea 
“ciclului Krebs în condiţii care se asociază cu o cetogeneză crescută 
J vom constata cá, deşi contradictorii, ele sugerează fie că ciclul Krebs 
rămîne nealterat: (Chaikoff, 1952; Elwood si Van Bruggen, 1960; 
Marcó si Van Bruggen, 1964; Mayes şi Felts, 1967 ; Regen şi Terrel, 
1968; Sauer, 1961; Wieland şi Neufeldt, 1961), fie că activitatea 
lui scade (H. A. Krebs, 1966 ; Wieland si colab., 1964). Alternativa 
creşterii activităţii sale nu a fost sugerată niciodată (creșterea QO, 
în ficat odată cu trecerea de la utilizarea glucozei la utilizarea acizilor 
grași se face nu pe seama ciclului Krebs, ci pe seama f-oxidárii, așa 
cum reiese din tabelul nr. 48). În primul caz excesul de acetil-CoA 
este asigurat de supraproductia lui; în al doilea caz atit de supra- 
producţie, cit si de slaba lui utilizare în ciclul Krebs. 

A doua variantă, care atribuie scăderii activităţii ciclului Krebs 
un rol important în crearea excesului de acetil-CoA, pare mult mai 
plauzibilă în virtutea existenţei cîtorva fapte importante. 

Cind experimental se induce inhibarea ciclului Krebs şi cînd aceas- 
ta reprezintă evenimentul metabolic primar care alterează metabolis- 
mul celulei hepatice se observă invariabil o creștere marcantă a cetoge- 
nezei. Astfel, inhibarea ciclului Krebs în vivo sau în vitro cu monoiluora- 
cetat (C. H. Beatty şi West, 1955; Bjorntorp, 1966; Cole și colab., 
1954 gi 1955; Engel şi colab., 1954), cu malonat (El Hawary, 1955; 
Evans, 1940; Gulii şi colab., 1967; P. J. Handler, 1945) şi cu elo- 
rură de amoniu (Edson, 1935; Gulii şi colab., 1955; Kleinzeller, 
1943; Levina, 1952; Potter si Recknagel, 1950) se asociază cu cres- 
terea producerii de corpi cetonici ; in plus, în vivo se observă si hiper- 
glicemia. Într-un cuvînt, se manifestă două dintre principalele simp- 
tome ale stării de diabet (dealtfel se vorbește despre un „diabet: 
monofluoracetic” cînd se administrează animalelor monofluorace- 
tat (Cole si colab., 1955)). Aceste date sugerează cá un anumit grad 
de inhibitie a ciclului Krebs, pentru a cărui existenţă în cetoză avem 
o serie de dovezi, este un factor important în promovarea unei ceto- 
geneze crescute. 

Independent de contribuţia relativă a factorilor menţionaţi 
aici la generarea excesului de acetil-CoA, într-o mare varietate 
de condiţii experimentale sau naturale, care se asociază cu o oxidare 
crescută de acizi graşi, precum si cu o cetogenezá de asemenea cres- 
cută, cantitatea de acetil-CoA în ficat este de 2 pînă la 3 ori mai mare 
decît în ficatul normal (E. Herrera și Freinkel, 1968 ; Erfle si Sauer, 
1967; Prinz si colab., 1966; Start si Newsholme, 1968; Tubbs și 
Garland, 1964; J. R. Williamson, 1967). | 
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Excesul de acetil-CoA este convertit in AcAc-CoA. Se pare 
însă că acest exces, desi socotit ca factorul primar si strict necesar, 
nu este în acelaşi timp şi suficient; pentru creşterea producerii de 
AcAc-CoA. Aceasta, din două motive: pe de o parte, echilibrul reac- 
(iei AcAc-CoA-tiolazice este deplasat spre tioliza și nu spre sinteza 
AcAc-CoA ; pe de altă parte, creşterile observate ale concentraţiei 
acetil-CoA nu sînt suficiente pentru a deplasa reacţia spre formarea 
AcAc-CoA. Factorii capabili de o astfel de deplasare sint creșterea 
concentraţiei de acetil-CoA și scăderea simultană a, concentraţiei 
CoA libere, altfel spus, creșterea valorii raportului acetil-CoA/CoA. 
Într-adevăr, concentraţii crescute de CoA au un efect inhibitor asupra 
cetogenezei (Ontko, 1964 si 1967; Ontko si Jackson, 1964; Sauer 
şi Erfle, 1966), iar în ficatul animalelor cetotice (Tubbs şi Garland, 
1964), precum şi in mitocondriile hepatice care oxidează cu intensi- 
tate palmitatul (Garland şi colab., 1965) valoarea raportului acetil- 
CoA/CoA este mult crescută. La scăderea concentraţiei CoA în ficatul 
cetotic mai concurează gi creșterea gradului esterificării sale cu acizii 
graşi ; cum s-a arătat pînă acum în această lucrare, în condiţii de 
cetoză, concentraţia acestora este mult crescută în ficat. 

AcAc-CoA format în condiţiile descrise mai înainte este antre- 
nat într-una din cele două cái şi convertit la AcAc. 


Reglarea genetică a cetogenezei 


Se pune acum următoarea problemă : intensificarea cetogenezei 
poate fi integral pusă pe seama modificărilor descrise pînă aici sau 
în determinarea acesteia intervin şi alţi factori? Pot fi luate în consi- 
derare două grupe de asemenea factori: modificări induse de anu- 
miti metaboliți ale comportamentului cinetic al unor enzime din calea 
cetogenezei, de natură să ducă la creşterea activităţii lor si astfel să 
lărgească, într-o primă instanţă, capacitatea căii ; modificări ale can- 


tităţii enzimelor, controlate genetic, de natură să ducă, de asemenea, © 


la lărgirea capacităţii căii. 
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Factorii din prima grupă n-au fost descriși iar existenţa celor TE 
din a doua nu este certi. O serie de studii asupra cetogenezei i» ^ 


vitro au sugerat că o creştere a sa ar putea fi rezultatul măririi cantităţii | 
enzimelor cetogenezei (Bewsher şi Ashmore, 1966; R. E. Burch $i 


Triantafillou, 1968; Drahota şi colab., 1964). În acest caz capaci- 


tatea cetogenetică a ficatului trebuie să fie mai mare la animalele E fe 
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cetotice decît la cele normale, dacă ea este determinată în astfel de 
condiţii încît activitatea enzimelor să depindă numai de cantitatea 
lor. Citeva date referitoare la aceasta sint redate în tabelul nr. 49. 
Existá însă date care nu permit această concluzie. Astfel, la 30 min 
după administrarea manoheptulozei la șobolani se observă deja o 
cetonemie mult crescută (Simon și eolab., 1961) iar cetoza de inanitie 
se restabileşte extrem de rapid după administrarea insulinei (D. W. 
Foster, 1967). Dacă aceste modificări ar fi rezultatul acţiunii unor 
mecanisme de inducţie — represie enzimatică, ele nu s-ar desfășura 
atât de rapid. O serie de date însă nu atestă o creştere a capacităţii 
cetogenetice a ficatului cetotic (grupa B din tabelul nr. 49). Astfel 
stînd lucrurile, este desigur dificil de dat un răspuns definitiv la între- 
barea dacă cetogeneza este sau nu controlată prin mecanisme de 
natură să provoace o modificare a cantităţii enzimelor. 


Tabelul nr. 49 
Intensitatea cetogenezei In diferite preparate hepatice de şobolan in condiţii experi- 
mentale variate 


Intensitatea cetogenezei 


animale animale e. 
Sistemul cercetat normale cetotice dis. 
% 
umoli/g ţesut proaspăt/oră 
Secţiuni hepatice | E! 9 + 125 (a) 
A. Mitocondrii hepa- 
tice 6 9 + 50 (b) 
Sectiuni hepatice 6* 15 + 150 (c) 
B Omogenat hepatic 29,9 23,7 — 19), d 
' Secţiuni hepatice 13 14 + gf 


* Sectiunile hepatice au fost recoltate de la animale inanitiate 14 ore 

Notă. Valorile sint luate din următoarele lucrări: (a), W nhouse (1952); 
(b, R. E. Burch si Triantafillou (1968); (c), C. H. Beatty şi colab — (19598) :( d). 
McGarry şi Foster (1969). 


În eventualitatea în care un control genetic al cetogenezei 
nu va fi cu certitudine demonstrat, atunci asemănarea, din acest 
punct de vedere, dintre reglarea B-oxidării și reglarea cetogenezei 
este izbitoare. Ar fi interesant de încercat formularea unui răspuns 
la, e De de ce aceste două căi metabolice scapă unui control 
genetic 
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REGLAREA CELULARĂ A OXIDĂRII CORPILOR CETONICI 


„SEMNIFICAȚIA FUNCŢIONALĂ A OXIDĂRII CORPILOR CETONICI. ROLUL 
OXIDĂRII CORPILOR CETONICI ÎN ENERGETICA ȚESUTURILOR 


Cu excepţia țesutului adipos, în care corpii cetonici pot furniza, 
carbon pentru biosinteza acizilor graşi (R. W. Hanson şi Ziporin, 
1966), în toate celelalte ţesuturi extrahepatice calea lor majoră 
de utilizare este oxidarea la CO, şi apă, după conversia lor in acetil- 
CoA. Corpii cetonici joacă un rol important în energetica ţesuturilor 
în condiţiile în care producerea lor de către ficat este crescută, deci 
în cetoze care se asociază totdeauna cu scăderea accesibilitátii glu- 
cozei ca substrat energetic. | 

Din analiza datelor iuscrise în tabelul nr. 50 se observă cá in 
inanitie cantitatea, de „combustibil furnizată de către singe sub for- 
ma corpilor cetonici este de aceeași mărime cu cea furnizată sub for- 
ma acizilor graşi liberi şi, împreună, asigură o cantitate de substrat 
pe care o furnizează sîngele sub forma glucozei la animalele hránite 
normal. 


Tabelul nr. 50 


Concentrația diferitelor substrate energetice In singele de şobolan în condiţii experi- 
mentale variate 


. Echivalenti 
Sübstratul si starea cx kady i 
pa phu umoli/ml complete 
' umoli/ml 
Glucoză 
Normal 6,0 36,0 
Inanitiat 24 de ore 4,0 24,0 
Acizi grași liberi * 
Normal 0,07 1,8 
Inanitiat 24 de ore 0,68 17,7 
Corpi cetonici | ; 
Normal 0,28 1,2 
Inaniţiat 24 de ore 2,90 12,6 


r Je Calculul QO, pe seama acizilor grași liberi s-a luat în considerare acidul 
e. 
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Principalii consumatori de corpi cetonici sint rinichiul, mușchiul 
scheletic $i mușchiul cardiac. Este bine stabilit faptul că ultimul 
preferă corpii cetonici acizilor grași cu lanţ lung (Bassenge şi colab., 
1965) si chiar intermediarilor glicolizei (Bing şi colab., 1954 ;H.A. 
Krebs, 1961; J. R. Williamson si Krebs, 1961). Aceasta sugerează cá, 
în vivo, la concentraţii crescute de corpi cetoniei mușchiul cardiac 
igi acoperá o mare parte din necesitátile energetice pe seama oxidárii 
lor. Desi este dificil de apreciat contributia relativá a corpilor cetonici 
la producerea de energie in vivo, în diferite ţesuturi, se poate conchide, 
pe baza a o serie de date experimentale, că rinichiul şi mușchiul 
scheletic oxidează cantităţi apreciabile de corpi cetonici. În tabelul 
nr. 51 se dau valorile capacităţii cîtorva ţesuturi de a oxida AcAc, 


determinate la concentraţii de cel puţin 5 mM, care sînt de 1,7 ori 


mai mari decit cele intilnite în sîngele animalelor inanitiate (tabelul 
nr. 47). i " 


Tabelul nr. 51 


Capacitatea. diferitelor (esuturi de sobolan normal de a oxida 
: acetoacetatul 


Acetoacetat oxidat 


Țesutul umoli/g ţesut 
proaspăt/oră 


Cortex renal | 100 (a) 


Diafragmă i Toy) 
Muschi scheletic 4,2 
Tesut adipos epididimal  , 1,0 (c)... 
Cortex cerebral i 7 0,3 (d) ` 


Notd. Valorile sint luate din următoarele lucrări: (a), H. A. Krebs 
şi colab. (1963); (b) C.H. Beatty si colab. (1904); (c), 
. R. W. Hanson si Ziporin (1966); (d), Itoh si Quastel !1970'. 


Creşterea. furnizării de corpi cetonici către ţesuturi si intensifi- 
carea oxidárii lor duce, in virtutea unor mecanisme descrise anterior 
(partea a II-a, cap. II), la scăderea vitezei de utilizare a glucozei, 
Acest lucru este foarte important in inanitie, cînd glucoza sanguină 
trebuie selectiv îndreptată spre acele ţesuturi care nu o pot înlocui. 
cu alt substrat. t uL sib 
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CĂILE DE OXIDARE A CORPILOR CETONICI 


Înainte de à fi oxidat la CO, şi apă, AcAc trebuie activat la 
AcAc-CoA, si apoi clivat, în prezenţa CoA, la două molecule de 
acetil-CoA ; B-OHB are aceeași soartă ca și AcAc după prealabila sa 
oxidare de către B-OHB-dehidrogenază. 

Este stabilit faptul că activarea AcAc se face pe două căi 
conform reacţiilor : 


- AcAc + CoA + ATP — AcAc-CoA + AMP + P-Pa 
succinil-CoA + AcAc — succinat + AcAc-CoA.. 


Enzimele corespunzătoare acestor căi, respectiv AcAc-tiokinaza şi 
B-cetoacil-CoA-transferaza, lipsesc din țesutul hepatic (Mahler, 
1953), ceea, ce explică incapacitatea sa de a oxida AcAc, dar sint pre- 
zente în țesuturile extrahepatice care utilizează ușor acest substrat 
(D. E. Green si colab., 1953; Stern şi colab., 1956). 

Semnificaţia funcţională a coexistentei celor două căi de acti- 
vare a AcAc rămîne deocamdată neclară. Recent s-a stabilit că cea 
de-a doua cale este mai importantă din punct de vedere cantitativ 
decît prima, atit în mitocondriile renale, cit şi în cele cardiace (Ale- 
xandre si colab., 1969). De fapt ambele căi par a fi puncte la nivelul 
cărora, se exercită un control al oxidării corpilor cetonici. Pentru 
sistemele enzimatice de activare menţionate mai înainte nu s-au de- 
scris deocamdată proprietăţi regulatorii. 


REGLAREA OXIDĂRII CORPILOR. CETONICI 


După toate probabilitățile, factorul cel mai important in re- 
glarea oxidării corpilor cetonici este accesibilitatea lor, respectiv 
concentraţia la care ei sint furnizaţi de către singe diferitelor ţesuturi. 
Notăm și aici asemănarea cu reglarea B-oxidării $i cu reglarea ceto- 
genezei. 

Este posibil ca un control al oxidării AcAc să se exercite la 
nivelul unei secvenţe de reacţii in care sînt implicate AcAc-tiokinaza 
si AcAc-carnitin-transferaza, de vreme ce în anumite condiţii experi- 
mentale s-a pus în evidenţă o oxidare a AcAc strict dependentă de 
adăugarea, carnitinei, atit în mitocondriile renale, cit si în cele car- 
diace (Alexandre si coab., 1969). Eficacitatea unui astfel de control 
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trebuie să fie redusă, din două motive : în primul rind, calea in care 
este implicată carnitina este legată numai de primul mecanism de ac- 
tivare a AcAc, respectiv de reacţia tiokinazică, ceea ce înseamnă că 
acest; control se limitează numai la această reacţie ; in al doilea rind, 
după cum s-a precizat; mai înainte această cale de activare are o pon- 
dere cantitativă redusă în oxidarea AcAc. Pe scurt, un astfel de me- 
canism controlează numai oxidarea unei mici părţi din cantitatea 
totală de AcAc oxidat. În orice caz, un astfel de mecanism trebuie să 
fie activ în condiţii de cetozá, de vreme ce activitatea acetil-carnitin- 
transferazei este crescută în astfel de condiţii şi de vreme ce această 
enzimă este identică cu AcAc-carnitin-transferaza (Alexandre şi 
colab., 1969). 

Existenţa celui de-al doilea mecanism de activare a AcAc, 
care stabilește o legătură foarte strinsă între ciclul Krebs si oxidarea 
AcAc, oferă o altă posibilitate de control al oxidării corpilor cetonici. 
După cum rezultă din figura 25, succinil-CoA poate fi simultan meta- 
bolizat pe două căi : una care duce la formarea GTP (ATP) din GDP 


p-(OH)B 
NAD? 


NADH 
AcAc SUCCINIL-CoA 


"X | 
Fig. 25. — Cuplarea reacției succinat- 
tiokinazice cu activarea acetoacetatului udi i \ 
(AcAc). B-(OH)B, B-hidroxibutirat; Ac CICLUL 
Ac-CoA, acetoacetil-CoA. Detalii in text. KREBS 
GTP 
AcAc-CoA SUCCINAT i 
CoA 
2 ACETIL CoA 


(ADP) şi Pa (numai această cale este funcţională în ficat); alta care 
duce la activarea AcAc prin transferul direct al CoA. Este clar cá 
AcAc-CoA poate fi produs în măsura în care o anumită cantitate de 
succinil-CoA poate fi sustrasă căii de producere a GTP (ATP). Cu 
alte cuvinte, orice factor capabil de a canaliza succinil-CoA pe calea 
generării GTP (ATP) va duce, implicit, la scăderea intensității acti- 
vării si, prin urmare, a oxidării AcAc. Astfel de factori sînt în primul 
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rind ADP şi Pa. Cînd concentraţia acestora este crescută, succinil- 
CoA va fi sustras căii de activare a AcAc gi, în consecinţă, o cantitate 
mai mică de AcAc va deveni accesibilă oxidării. Date experimentale 
recente au confirmat funcţionarea în vitro a acestui mecanism de re- 
glare (Hatefi şi Fakoubi, 1968). Este deocamdată greu de precizat 
contribuţia în vivo a acestui mecanism la reglarea oxidării corpilor 
cetonici. Nu este însă greu de observat că, de fapt, avem de-a face 
cu un control adenilic ul fluxului de AcAc prin calea oxidării sale. 
* . 

Căile metabolice ale acizilor graşi si corpilor cetonici, 
cel puţin cele studiate în această lucrare sub aspectul reglării 
celulare, sint legate în mod nemijlocit de depozitarea sau de 
eliberarea de energie în celulă. Cu toate acestea, reglarea lor 
de către starea energetică a celulei nu este, cum a reiesit clar din 
partea a doua a lucrării, atit de evidentă, atit de bine exprimată, 
ea în cazul căilor metabolice ale glucozei. Datele experimentale 
pe care le avem în prezent la dispoziţie permit considerarea căilor 
metabolice ale acizilor graşi și corpilor cetonici — atit sinteza, cit si 
degradarea — ca nişte sisteme ,,tampon” în energetica celulară. 
Aceasta se traduce prin dependenţa intensității metabolismului 
acizilor grași si corpilor cetonici de aportul de energie sub 
forma glucozei; dacă acestaport este mai mult decît suficient, 
este inițiată sinteza acizilor graşi; dacă, dimpotrivă, acest aport 
este insuficient, în raport cu necesităţile de moment ale celulei sau 
organismului, este inițiată degradarea acizilor graşi. În ultimă 
instanță, accesibilitatea glucozei pentru organism dictează inten- 
sitatea atit a biosintezei, cit şi a degradării acizilor graşi. Relatia 
aceasta este: atit de bine exprimată în metabolismul organismului 
animal, încît metabolismul acizilor graşi şi corpilor cetonici ne 
apare ca fiind strict dependent de metabolismul glucozei. Cum meta- 
bolismul glucozei este riguros controlat de către starea energetică 
a celulei, este clar că relaţia dintre el şi metabolismul acizilor graşi îl 
pune pe acesta din urmă sub controlul energetice celular. 

Natura, relaţiilor dintre metabolismul glucozei şi metabolismul 
acizilor grași permite afirmatia că acesta din urmă este, din punctui 
de vedere al evoluţiei metabolismului in general, o achiziţie mai re- 
centă decit metabolismul glucozei, menită să perfecționeze sistemul 
de economie energetică a celulei. | 
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Lucrarea este consacratá studiului factorilor celulari care asigurá integrarea 
funcțională a căilor metabolice ale glucozei și acizilor grași în celula animală. . În prima 
parte este tratată reglarea celulară a căilor metabolismului glucozei (introducerea 
glucozei în metabolism, metabolismul glicogenului, glicoliza, calea pentozofosforică 
și gluconeogeneza) iar în partea a doua cea a căilor metabolismului acizilor grași 
(biosinteza acizilor grași, B-oxidarea acizilor grași si metabolismul corpilor cetonici). 

Pentru fiecare cale metabolică sînt descrise cele două grupe de mecanisme 
fundamentale, care asigură reglarea oricărei căi metabolice, și anume modificarea 
de către efectori pozitivi sau negativi a proprietăților cinetice ale enzimelor cheie din 
calea dată și modificarea dimensiunii populaţiei enzimatice prin mecanisme de inductie— 
represie a sintezei enzimelor. Tratarea reglării celulare urmează logica cercetării 
experimentale în acest domeniu. Astfel, ea începe cu decelarea enzimelor regulatorii 
din calea dată, continuă cu descifrarea proprietăților regulatorii ale acestora şi cu for- 
mularea modelului de reglare, terminîndu-se prin confruntarea modelului formulat 
cu datele experimentale. O atenţie deosebită se acordă în lucrare reglării fluxului 
prin căile metabolice de către cei trei factori fundamentăli, necesari celulei, şi anume 
accesibilitatea substratului, starea energetică si potenţialul reducător. Pe fondul re- 
glării căilor metabolice de către acești factori sint descrise interrelatiile dintre căile 
metabolice tratate atît sub aspectul schimbului de substrat, cit si sub aspectul schimbu- 
lui de informaţie. O serie de tulburări metabolice, ca cele care caracterizează organis- 
mul diabetic, inanitiat sau cetotic, sint considerate în lucrare ca fiind alterări ale meca- 
nismelor de reglare şi sînt descrise de pe această poziţie. De asemenea sînt formulate 
o serie de ipoteze de lucru utile pentru toti cei interesați în studiul metabolismului 
glucozei si acizilor grași, 
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